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1. RESUMEN 
La Esclerosis Lateral Amiotrófica (ELA) es una devastadora enfermedad 
neurodegenerativa, caracterizada por la muerte selectiva de las motoneuronas (MNs), 
lo que lleva a la parálisis y atrofia muscular del paciente, causando la muerte entre los 
2 a 5 años desde el diagnóstico, y a la fecha no existe un tratamiento ni cura para la 
enfermedad. Los mecanismos primarios que desencadenan la ELA son 
desconocidos, sin embargo, se han observado daños en la mitocondria, agregados 
de la proteína SOD1, estrés oxidativo, y alteraciones en la homeostasis del calcio, 
entre otros. Antecedentes muestran que la aplicación de medio condicionado derivado 
de astrocitos de ratones transgénicos modelos de ELA MCA-hSOD1G93A, produce la 
muerte de las MNs, altera la actividad de las corrientes de sodio y genera un aumento 
en la frecuencia de las transientes de calcio, y que antioxidantes previenen la muerte 
de las MNs. Por otra parte, la literatura muestra que al inhibir los hemicanales (HC) 
en un modelo de estudio in vivo, se produce un retraso de la enfermedad, por lo que 
se hipotetiza que el MCA hSOD1G93A es capaz de gatillar la apertura de HC, producir 
un aumento de calcio y estrés oxidativo, que llevaría a la muerte de MNs. Para 
determinar esto, se obtuvo MCA hSOD1G93A, el cual fue aplicado a cultivos primarios 
de NMEV y se evaluó mediante inhibición farmacológica el rol de los HC y la relación 
con la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS), encontrándose que el 
MCA hSOD1G93A produce la apertura de HC y el aumento de ROS en NMEV y que 
éste efecto es prevenido por antioxidantes, y mediado por canales de Nav, y que los 
HC tienen un rol en la muerte de las MNs. Estos hallazgos muestran una serie de 
eventos celulares que llevan a la muerte de NMEV donde los astrocitos tienen un rol 
determinante, lo que abre ventanas para el desarrollo de nuevas estrategias 
terapéuticas, apuntando a los HC como blanco específico para prevenir o combatir 
los procesos neurodegenerativos claves en ELA.  
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2. INTRODUCCIÓN. 
2.1. Esclerosis Lateral Amiotrófica. 
La Esclerosis Lateral Amiotrófica (ELA) es un severo desorden neurodegenerativo, 
caracterizado por la muerte selectiva de las motoneuronas (MNs) superiores de la corteza 
motora y de las neuronas motoras inferiores en el tronco encefálico y la médula espinal 
ventral. Este rasgo conlleva a la parálisis y atrofia progresiva de los músculos, 
desencadenando finalmente la muerte de los pacientes por fallas respiratorias en la 
mayoría de los casos (Cleveland y Rosthstein, 2001; Pasinelli y Brown, 2006). En general, 
la ELA se caracteriza por ser una enfermedad de comienzo tardío en la adultez, ya que 
los síntomas visibles se presentan comúnmente entre los 55-60 años de edad, 
manifestándose debilidad muscular en manos o piernas, y/u observándose 
complicaciones del habla y disfagia (Rowland y Shneider, 2001). Una vez iniciados los 
síntomas, la sobrevivencia promedio es de tres años y la incidencia mundial es de 2 a 3 
por cada 100.000 personas, afectando en mayor proporción a hombres que a mujeres 
(Wood-Allum y Shaw, 2010). Las principales alteraciones celulares en la enfermedad 
involucran estrés oxidativo, mal plegamiento (“misfolding”) de proteínas, daño en la 
producción de energía, transporte axonal alterado, activación de proteasas y nucleasas, 
alteraciones en el procesamiento del ARN y una desregulación del metabolismo del 
calcio, no esclareciéndose aún los mecanismos que las producen y permaneciendo 
indefinida la causa primaria de éstas (Cleveland y Rosthstein, 2001; Pasinelli y Brown, 
2006). En el 90-95% de los casos de ELA no parece haber una relación genética directa, 
lo que se denomina como ELA de origen esporádico (ELAe), y en el 5-10% restante, la 
enfermedad es heredada de manera dominante, denominada de origen familiar (ELAf). 
A pesar de esto, los rasgos clínicos y patológicos en ambos subtipos de ELA son 
indistinguibles, lo que sugiere fuertemente que el mecanismo desencadenado en ambos 
casos es similar (Brown y Robberecht, 2001; Shaw et al., 2007). Se ha documentado que 
del total de casos de ELAf, entre un 20-25% de éstos se debe a mutaciones en el gen de 
la enzima Superóxido Dismutasa 1 (SOD1), evidenciando a la fecha más de 150 
mutaciones diferentes, las que producen un fenotipo similar en la mayoría de los casos, 
aunque con variaciones en la edad en la cual aparecen los síntomas, el rango de 
supervivencia y en las manifestaciones clínicas iniciales (bulbar o espinal), (Rosen et al. 
1993; Abel et al. 2012). A excepción de 2 mutaciones puntuales, todas éstas tienen un 
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carácter dominante y ninguna de éstas se ha descrito en individuos sin ELA (Cozzolino 
et al. 2012; Tortelli et al. 2013). SOD1, es una metaloenzima citosólica que convierte el 
anión superóxido (O2
-) a peróxido de hidrógeno (H2O2) a través de la dismutación del 
cobre, posee 153 amino ácidos y funciona como homodímero, en la cual cada unidad se 
une a un átomo de zinc y a un átomo de cobre (Fridovich, 1995; Pasinelli y Brown, 2006). 
Sorprendentemente no se ha encontrado relación entre la actividad enzimática, la 
progresión clínica y el fenotipo de la enfermedad (Rowland y Shneider, 2001) y, además, 
en ratones nulos para SOD1 no se ha observado el desarrollo de ningún tipo de patología 
en MNs (Julien y Kriz, 2006), aceptándose la hipótesis de una ganancia de función tóxica 
de SOD1 que sería independiente de su concentración y de la actividad que posea cada 
fenotipo (Yamanaka y Cleveland, 2005). 
 
2.2. Modelos de estudio en ELA. 
A pesar de que un bajo porcentaje de casos son de origen familiar, la generación de 
líneas transgénicas de ratones que expresan éstas mutaciones han generado la mayor 
parte del conocimiento actual que se tiene sobre el tema, debido a que la mayoría de 
ellos presenta la ventaja de desencadenar el desarrollo de la patología neuromuscular 
con una alta similitud a lo descrito en humanos, como es el caso de las mutaciones 
asociadas a SOD1 (SOD1mut), donde solo su sobreexpresión es suficiente para 
desencadenar los síntomas asociados a la patología, convirtiéndose en un excelente 
modelo de estudio in vivo, que ha permitido la elucidación de posibles mecanismos 
patogénicos y blancos farmacológicos (Gurney et al. 1994).  
A la fecha, la línea transgénica de ratones mayormente utilizada y caracterizada 
corresponde a ratones que sobreexpresan del gen humano de la proteína SOD1 mutada 
en la posición del aminoácido 93, en la cual se ha sustituido un residuo de glicina por uno 
de alanina, hSODG93A. En ellos, la enfermedad comienza a ser evidente a los 90 días y a 
partir de ahí la sobrevida es de 60 días en promedio (Shibata, 2001). La mayor parte de 
la evidencia muestra signos de la patología en edad adulta, sin embargo, análisis 
electrofisiológicos en rebanadas agudas del tronco encefálico de ratones de 4 a 10 días 
postnatal que sobre expresan el gen hSODG93A, mostraron un aumento de las corrientes 
persistentes de Na+ (CPNa), en la excitabilidad intrínseca y la actividad sináptica 
14 
 
excitatoria e inhibitoria en MNs hipoglosales (van Zundert et al. 2008), lo que representa 
la evidencia de la patología descrita a más temprana edad para este modelo. 
Otra línea transgénica con una mutación en el gen murino de la superóxido 
dismutasa 1 corresponde a los ratones mSODG86R. La mutación que presenta este 
modelo es la sustitución de una arginina en vez de una glicina en el aminoácido 86 de la 
proteína SOD1 (Ripps et al. 1995). Este modelo presenta una alta similitud en la patología 
que provoca en comparación a la línea hSODG93A, sin embargo, los síntomas se hacen 
evidentes cerca de los 100 días post natal, y los animales mueren rápidamente (Morrison 
et al. 1998). En etapas terminales, se observa una notoria pérdida de motoneuronas, 
acumulación de inclusiones de neurofilamento fosforilado y astrocitosis.  
Además de la superóxido dismutasa, a la fecha se han identificado más de 24 genes 
mutados asociados a la enfermedad, relacionados con distintas funciones y procesos 
celulares (Abel et al, 2012; Ferraiuolo et al. 2011). Entre ellas, se encuentra el gen de la 
proteína que se une a la secuencia TAR (respuesta de trans-activación, por sus siglas en 
inglés) del ADN, de 43 KDa (TDP-43) (Wegorzewska et al. 2009). Ésta posee funciones 
involucradas en el procesamiento del ARN (Ácido ribonucleico), incluyendo la regulación 
transcripcional, el empalme alternativo y el procesamiento de microARNs (Lagier-
Tourenne et al. 2010). La mutación, se encuentra en la posición 315 de su secuencia 
aminoacídica (A315T) y constituye alrededor del 5% de los casos de ELAf y un 1,5% de 
los diagnósticos esporádicos (ELAe) (Andersen y Al-Chalabi, 2011). El resultado de la 
mutación es una redistribución de la proteína desde el núcleo al citoplasma en neuronas 
y glía de la médula espinal, desarrollándose los típicos síntomas de ELA, pero además 
se ha observado daño cognitivo en los pacientes, por lo que esta mutación se asocia a la 
presencia de Demencia Fronto Temporal (DFT) (Cozzolino et al, 2010). Estos ratones 
comienzan a presentar rasgos de la enfermedad entre los 3-4 meses de edad, 
haciéndose claramente evidentes alrededor de los 4,5 meses y teniendo un promedio de 
sobrevida a partir de ahí, de 154 días (Wegorzewska et al. 2009). 
Este modelo resulta interesante dado su origen, ya que, a pesar de ser una proteína 
completamente diferente en cuanto a función y características en comparación a la 
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SOD1, desencadena el mismo fenotipo en la enfermedad, convirtiéndose en una 
herramienta útil de comparación de los mecanismos y blancos primarios que la producen.  
2.3. ELA como proceso celular no autónomo.  
Hace unos años atrás, surgió el debate en la literatura sobre si la muerte de las MNs en 
ELA es un proceso celular autónomo, es decir, solo las neuronas motoras debido a sus 
características intrínsecas, son las que llevan a cabo los mecanismos que desencadenan 
en su degeneración y posterior muerte, o si este proceso esta mediado por otros tipos 
celulares que en conjunto contribuyen a la muerte de las MNs, como por ejemplo la 
microglia, interneuronas y astrocitos, debido a la clara interacción que estos poseen (Van 
Den Bosch  y Robberecht, 2008). En la actualidad, se ha reconocido el rol de los 
astrocitos en el desarrollo de ELAf debido al modelo de Nagai et al (2007), el cual 
demuestra que, tras incubar un cultivo primario de neuronas motoras con medio de cultivo 
derivado de diferentes órganos y tipos celulares, sólo el cultivo de astrocitos de ratones 
hSODG93A produce la muerte selectiva de neuronas motoras, lo que sugiere la liberación 
de uno o más factores tóxicos por parte de los astrocitos al medio extracelular. De manera 
similar a lo descrito por Nagai (2007) en nuestro laboratorio hemos determinado que la 
aplicación de medio condicionado derivado de astrocitos hSOD1G93A (MCA-hSOD1G93A) 
a cultivos primarios de neuronas de la médula espinal ventral (NMEV) de rata causa entre 
otras alteraciones, una disminución en la sobrevivencia de las MNs entre un 50%-60% 
con respecto al control (Fritz et al. 2013). 
En esta misma publicación y bajo el mismo contexto, se determinó que bloqueadores de 
canales de sodio eran capaces de prevenir las alteraciones de las transientes de calcio y 
la muerte de MNs. 
2.4. ROS en ELA.  
Información previa del laboratorio, mostró que los antioxidantes también tienen un efecto 
protector en la sobrevivencia de MNs tras la aplicación crónica de MCA-hSOD1G93A 
(Rojas et al. 2014). Así como ésta, amplia evidencia posiciona al estrés oxidativo como 
uno de los posibles mecanismos centrales que conducen a la muerte específica de las 
MNs en ELA. Este estrés proviene del desbalance entre la producción de “especies 
reactivas de oxígeno” (ROS, por su sigla en inglés), y la capacidad del sistema para 
remover o reparar el exceso de éstas (Camello et al. 2006). Entre las principales especies 
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La mitocondria es la princiapl fuente de ROS en la célula, dentro de las cuales destacan: el radical 
superóxido, el  peróxido de hidrógeno y el radical hidroxilo. 
reactivas de oxígeno, encuentran: el superóxido (O2-), el peróxido de hidrógeno (H2O2) 
y el radical hidroxilo (·OH), siendo la mitocondria la principal fuente de ROS, ya que entre 
el 80%-95% del oxígeno total es ocupado por ésta, ver figura 1 (Barber y Shaw, 2010). 
La fuga de electrones de la cadena transportadora resulta en la reducción incompleta del 
oxígeno molecular durante la fosforilación oxidativa, originando peróxido de hidrógeno y 
el radical superóxido. El porcentaje restante de oxígeno, es ocupado por otras enzimas 
oxidativas, tales como la xantina oxidasa en el citoplasma, y la citocromo P450 oxidasa 
del retículo endoplasmático, que igualmente pueden producir ROS (Barber et al. 2006). 
Otra importante fuente de ROS es la enzima NADPH Oxidasa, la cual se describe más 
adelante.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Principales especies reactivas derivadas del oxígeno.  
 
En pacientes humanos con ELA se ha encontrado gran evidencia de estrés oxidativo 
(Barber y Shaw, 2010). Marcadores de oxidación de lípidos fueron encontrados en la 
médula espinal de pacientes ELAe, pero no en personas que no poseen la enfermedad, 
y además altos niveles de 8-hidroxi-2′-deoxiguanosina (8-OHdG), marcador de oxidación 
de ADN (ácido desoxirribonucleico), fueron encontrados en la médula espinal cervical y 
en el asta ventral de la médula (Barber et al. 2006; Pederson et al. 1998). En adición, en 
estudios que usaron fluido cerebro espinal de pacientes con ELA se detectaron 
marcadores de estrés oxidativo en etapas anteriores al estadío final de la enfermedad, 
tales como el 8-OHdG, 4-Hidroxinonenal (4-HNE, marcador de peroxidación lipídica) y el 
radical libre ascorbato (Barber y Shaw, 2010; Simpson et al. 2004). De manera similar, 
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se ha documentado que un modelo de ratones transgénicos y cultivos celulares 
reconstituyen el daño oxidativo a proteínas, lípidos y ADN observados en pacientes 
(Kruman et al. 1999). Interesantemente, en estos modelos se ha visto que SOD1 es una 
de las proteínas más severamente afectadas por la oxidación. También se ha descrito 
presencia de estrés oxidativo en una línea celular de neuronas motoras inducidas por 
mutaciones en la proteína TDP-43 (Duan et al. 2010). Concordantemente, la aplicación 
de N-Acetil-cisteína (NAC), un inhibidor de la formación de ROS incrementó la viabilidad 
de células en cultivos organotípicos de médula espinal, incluyendo MNs (Rothstein et al. 
1994) y de la misma forma, el tratamiento con antioxidantes mostró un efecto protector 
en una línea celular de MNs que expresan la mutación SODG93A (Barber et al. 2009). 
Recientemente se ha demostrado que el incremento de ROS en ELA, es debido en gran 
parte al rol de la enzima NADPH oxidasa, ya que su depleción retrasa la progresión de la 
enfermedad y alarga la sobrevida en ratones SOD1G93A (Marden et al. 2007; Wu et al. 
2006). En neuronas, se expresa la isoforma NOX2 (NADPH oxidasa 2), la cual es 
activada por el influjo de calcio, contiene una subunidad catalítica gp91 y requiere una 
subunidad de ensamblaje p47phox (Brennan et al. 2009). Se ha observado evidencia que 
indica que los astrocitos pueden activar a NOX2 para producir superóxido y que este 
efecto puede ser prevenido por antioxidantes y asimismo la aplicación de Apocinina, un 
inhibidor de la NOX2, puede prevenir la pérdida de MNs derivadas de células madres, 
causada por astrocitos SODG37R (Marchetto et al. 2008). Además, se ha postulado que 
ROS pueden modular la actividad de los canales de sodio, activando corrientes 
persistentes de este ión, las que se han visto alteradas tras la aplicación de MCAG93A (van 
Zundert et al. 2012).  
Información clave generada previamente en nuestro laboratorio (Rojas et 
al.,2014), demuestra que ciertos antioxidantes tienen un notorio efecto protector en la 
sobrevivencia de las neuronas motoras, previa aplicación de MCAmut proveniente de 3 
líneas transgénicas. Los principales antioxidantes que previenen la muerte de las MNs 
corresponden a: carboxi-PTIO, esculetina y trolox. El primero es un radical libre que 
secuestra óxido nítrico, mientras que esculetina y trolox previenen la oxidación del 
peróxido de hidrógeno, y el radical hidroxilo (Chow et al. 1994; Pfeiffer et al. 1997; Kaneko 
et al. 2003). Así, la prevención de la muerte celular en neuronas motoras mediante el uso 
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de estos antioxidantes, indica que el mecanismo de muerte celular que se activa por el 
factor tóxico liberado por los diversos astrocitos mutantes, probablemente involucra la 
generación de ROS en el proceso. Aunque el mecanismo es desconocido, sabemos que 
los principales blancos afectados por ROS en ELA incluyen el ADN, lípidos, y proteínas 
(Barber y Shaw, 2010) y de igual manera se han visto afectadas enzimas asociadas a la 
mitocondria y al retículo endoplasmático las que se relacionan con el almacenamiento 
del calcio en otras enfermedades neurodegenerativas (Gibson y Huang, 2004). 
2.5. Calcio en ELA.   
El rol del calcio ha sido ampliamente estudiado en ELA. Esto porque ha surgido como 
una posible explicación en la selectividad de la muerte de MNs en la enfermedad, debido 
a que las MNs poseen una baja constante de unión a este ión que le otorga en términos 
funcionales, una dinámica rápida de concentración intracelular de Ca+2 citosólico 
permitiendo la rápida activación muscular (Palecek et al. 1999). Además, presentan bajos 
niveles de expresión de proteínas quelantes de calcio (PQC), tales como como 
calbindina-D28K, parvalbúmina, calcineurina A y calretinina (Alexianu et al. 1994). Así, la 
baja capacidad de amortiguación al calcio podría ayudar a explicar la vulnerabilidad 
selectiva de las MNs en ELA. Adicionalmente, hay evidencia de que en MNs existiría una 
mayor permeabilidad al calcio debido a la abundante expresión de los receptores de 
AMPA, ya que la entrada de calcio mediante estos receptores esta mediada por la 
ausencia/presencia de la subunidad GluR2 en ellos, donde en la mayoría de las 
condiciones contienen al menos una subunidad de GluR2, lo que los hace muy poco 
permeable al calcio, sin embargo se ha descrito que en las MNs, la cantidad de ARN 
mensajero de GluR2 es significativamente baja comparada a otros tipos neuronales, lo 
que permitiría un mayor influjo de calcio (Grosskreutz et al. 2010; Van Den Bosch et al. 
2000).  Adicionalmente se estableció el rol de los astrocitos en relación al aumento de 
calcio en MNs en el trabajo de nuestro laboratorio (Fritz et al. 2013), demostrándose que 
al agregar el MCA-hSODG93A, aumenta la frecuencia de las transientes de calcio en 
NMEV.  
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Una posible explicación de la selectividad de la muerte de MNs en ELA, es su alta permeabilidad al 
calcio, conidición dada por presentar una baja constante de unión a este ión, además de expresar bajos 
niveles de proteínas capaces de quelar el calcio y una abundancia de receptores que permiten la 
entrada excesiva del mismo a la célula. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Permeabilidad al calcio de la motoneurona. 
 
 
 
2.6. Hemicanales y glia en ELA.  
Ya fue mencionado un aspecto del papel de los astrocitos en ELA, pero existe otro 
antecedente que muestra una posible participación de ellos en la enfermedad, que 
incluye además un rol compartido con la microglia, y se refiere a los hemicanales (HC), 
(Giaume y Naus, 2013). La comunicación directa entre células gliales ocurre 
principalmente a través de canales de uniones en hendidura o Gap junctions (CUH/GJ) 
(Giaume y Naus, 2013).  Los CUH son canales intercelulares que conectan el 
compartimento citoplasmático de células vecinas, los cuales permiten el paso de iones y 
pequeñas moléculas de hasta 1000 Da (Yeager y Harris, 2007; Goldberg et al. 2004).  
Los CUH pueden presentar una gran complejidad en su organización, debido a que 
pueden estar compuestos de manera heterogénea como se muestra en la Figura 3, 
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(Takeuchi y Suzumura 2014). Cada CUH está compuesta de un par de hemicanales, los 
cuales a su vez están compuestos de 6 subunidades proteicas, llamadas conexinas 
(Willecke et al. 2002; Laird, 2006). En general, cada conexina es nombrada con la palabra 
conexina (Cx) seguida de un sufijo que indica la masa molecular en kilodalton predicha 
para cada una, de manera de identificar las diferentes proteínas (Saez et al, 2003a). Si 
hay 2 ó más conexinas con una masa similar se utiliza un punto decimal para distinguirlas, 
por ejemplo, Cx43.3 (Saez et al, 2003a). Además de las conexinas, los hemicanales 
pueden estar compuestos de panexinas, las cuales no forman CUH, sino que únicamente 
funcionan como canales de membrana individuales y han sido propuestas con un rol 
determinante en inflamación en astrocitos y neuronas (Iglesias et al. 2009; Sosinsky et 
al. 2011). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Composición de los canales de unión en hendidura (CUH). 
Cada CUH está compuesta por 2 unidades de hemicanales, pudiendo ser homotípicos (1B y 2B) o 
heterotípcos (3B y 4B). Los hemicanales están compuesto por seis subunidades llamadas conexinas, y 
pueden ser clasificados como homoméricos (1A y 3A),o heteroméricos (2A y 4A). (Adapatada de 
Takeuchi y Susumura, 2014). 
Hasta el momento solo han sido identificadas tres isoformas de panexinas nombradas 
Panx1, Panx2 y Panx3, de las cuales Panx1 se expresa ubicuamente, Panx2 se expresa 
en el sistema nervioso central y la Panx3 se expresa en piel, hueso y cartílago. Las Panx1 
y Panx3 forman hexámeros al igual que las conexinas y la Panx2 puede formar 
heptámeros y octomeros (Ambrosi et al. 2010). En el sistema nervioso central (SNC) las 
conexinas son ampliamente expresadas, variando de acuerdo a la etapa del desarrollo, 
el tipo celular y la región del cerebro (Orellana et al. 2009). La Cx43 es la conexina mas 
abundante expresada en astrocitos, y la conexina que se expresa predominantemente 
en neuronas es la Cx36 (Giaume y McCarthy, 1996; Condorelli et al. 2000; Bautista  et al. 
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(A) Estructura de los CUH o GP. Cada CUH o GJ está compuesto por dos HC o conexones, los que a 
su vez están compuestos po 6 conexinas. (B) Conexinas expresadas en astrocitos. (C) Conexinas 
expresadas en MNs.  
2014). En MNs especificamente, se ha documentado la expresión de las Cx26, Cx36, 
Cx37, Cx40, Cx43 y Cx45 (Bautisa y Nagy, 2014; Bautista et al. 2014), mientras que, en 
astrocitos, seguida de la Cx43, la Cx30 se expresa en mayor medida, incluyendo también 
la Cx26 y Cx40, aunque en niveles menores (Giaume y McCarthy, 1996; Rash et al. 
2001).  Bajo condiciones fisiológicas, en la mayoría de los casos los hemicanales se 
encuentran cerrados, sin embargo, en condiciones patológicas los hemicanales 
presentan mayor actividad y apertura, pudiendo ser gatillados por inhibición metabólica, 
estimulación con mediadores inflamatorios o mutaciones en las conexinas (Saez et al. 
2005; Schalper et al. 2008). Alteraciones en la expresión o función de los hemicanales 
han sido asociadas a diferentes enfermedades, como por ejemplo la Enfermedad de 
Charcot-Marie-Tooth, donde la Cx32 presenta una mutación ligada a la enfermedad (Oh 
et al.1997Se ha propuesto que, bajo condiciones patológicas, la microglia activada libera 
moléculas proinflamatorias que aumentan la apertura de hemicanales y reducen la 
comunicación mediante GJ en astrocitos, privando a las neuronas de las funciones 
protectoras de la glia y además reduciendo la viabilidad neuronal (Orellana et al., 2009). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Composición de hemicanales y expresión de conexinas. 
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En alteraciones neurodegenerativas como la Enfermedad de Alzheimer (EA), se ha 
observado que la exposición del péptido Aβ (sello de la enfermedad) aumenta la actividad 
de los hemicanales en astrocitos, microglia y neuronas, y que bloqueadores de ellos 
previenen la muerte de neuronas hipocampales (Orellana et al, 2011; Bosch et al, 2014). 
Además, el grupo de Takeuchi y colaboradores mostró que el INI-0602, un bloqueador 
de hemicanales permeable a la barrera hematoencefálica, es capaz de aliviar los 
síntomas en un modelo transgénico de la enfermedad de Alzheimer (Takeuchi et al, 
2011). 
En ELA, aunque existen pocos antecedentes sobre los hemicanales y la enfermedad, la 
misma publicación comprobó que ratones transgénicos con la mutación hSOD1G93A y 
hSOD1G37A tratados con INI-0602, obtuvieron un tiempo de sobrevida más prolongado en 
comparación a sus pares no tratados, previniendo la pérdida axonal y mejorando además 
la atrofia y el tamaño muscular (Takeuchi et al, 2011). 
También se ha demostrado que CUH presentes en astrocitos y oligodendrocitos del asta 
anterior de la médula espinal ventral de ratones trasngénicos hSOD1G93A, se ven 
alteradas en  etapas avanzadas y  terminales de la enfermedad, (Cui et al, 2014) y 
paralelamente, otros estudios han mostrado que astrocitos con un fenotipo aberrante, 
aislados desde ratas transgénicas SOD1G93A presentan un aumento de la expresión de 
la Cx43, pero carecen del transportador de glutamato GLT-1, induciendo muerte de las 
MNs en un sistema de co-cultivo, lo que sugiere que esta sobreregulación de la Cx43 
gatilla una activación glial que induce la degeneración citotóxica en MNs (Díaz-Amarilla 
et al, 2011). Recientemente, se ha demostrado que la Cx43 presente en astrocitos de 
ratones trasngénicos hSOD1G93A presenta un aumento en su expresión, que se 
correlaciona con el avance de la enfermedad y que también se vio reflejado en muestras 
de pacientes (Almad et al. 2016). 
Considerando que los astrocitos y la microglia son determinantes en la progresión de la 
enfermedad (Boillee et al. 2006; Yamanaka et al. 2008), y que la activación de ellos está 
asociada con una elevada expresión de CUH y HC (Cui et al. 2014), este trabajo busca 
establecer si existe una participación de los hemicanales en un modelo de ELA in vitro 
que implica medio condicionado de astrocitos (MCA), donde se busca determinar si éste 
es capaz de generar ROS en NMEV y si es que hay una relación entre ambos, analizando 
además el aumento de calcio intracelular y evaluando el efecto de diveros bloqueadores. 
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Considerando el rol protector de antioxidantes tras la aplicación de MCA-hSOD1G93A en la sobrevida de 
MNs, y  que un bloqueador de HC fue capaz de retrasar la enfermead en ratones transgénicos, esta 
investigación busca determinar si el o los factres tóxicos liberado por astrocitos derivados de ratones 
hSOD1G93A, gatillan la apertura de hemicanales en MNs, produciendo un incremento en la producción 
de ROS y en los niveles de calcio intracelular, llevando a la muerte de las MNs de cultivo primario de 
NMEV 
Estos nuevos hallazgos podrían contribuir al desarrollo de nuevos blancos terapeuticos, 
ya que en la actualidad no existe ningún tratamiento efectivo contra la ELA, y acá se 
presentan aspectos novedosos que no han sido considerados previamente, como el rol 
de los hemicanales, en astrocitos y motoneuronas, en la enfermedad.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Planteamiento de la hipótesis. 
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2.7. HIPÓTESIS 
Astrocitos derivados de ratones hSOD1G93A liberan factores tóxicos que activan 
hemicanales, generando un aumento de calcio intracelular y un incremento en la 
producción de especies reactivas derivadas del oxígeno (ROS), lo que causa muerte de 
las neuronas motoras (MNs) en modelo in vitro de ELA.   
 
2.8. OBJETIVOS 
 
I. Objetivo general:  
Determinar el efecto de la aplicación de MCA-hSOD1G93A en la generación ROS y calcio 
intracelular por hemicanales en cultivos primarios de neuronas de la médula espinal 
ventral (NMEV). 
 
II. Objetivos específicos: 
1. Determinar el efecto de la aplicación de MCA-hSOD1G93A en la generación ROS y 
establecer si bloqueadores de canales de sodio, antioxidantes y bloqueadores de 
hemicanales son capaces de prevenirlo. 
 
2. Evaluar la apertura de hemicanales en motoneuronas y/o astrocitos tras la aplicación 
de MCA-hSOD1G93A y comprobar si bloqueadores de canales de sodio, antioxidantes 
y bloqueadores de hemicanales pueden prevenir este efecto. 
 
3. Analizar si la aplicación de MCA-hSOD1G93A produce un aumento en el calcio 
intracelular en NMEV y establecer si bloqueadores de hemicanales previenen la 
muerte de motoneuronas. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS. 
Ya que se ha descrito que los astrocitos liberan un factor tóxico que produce la muerte 
de las MNs (Fritz et al., 2013; Nagai et al., 2007), nuestro modelo de estudio in vitro 
consiste en aplicar medio condicionado de astrocitos de diversas líneas mutantes: 
hSOD1G93A, hSOD1G86R y hTDP-43A315T sobre un cultivo primario de neuronas de la 
médula espinal ventral de 4-7 DIV de acuerdo a cada experimento, y evaluar sucesos 
que podrían llevar a la muerte celular y además analiazar si diversos bloqueadores o 
inhibidores podrían tener un efecto protector.  
 
Objetivo específico 1. Determinar el efecto de la aplicación de MCAmut en la generación 
ROS y establecer si bloqueadores de canales de sodio, antioxidantes y bloqueadores de 
hemicanales son capaces de prevenirlo.  
Racional: Basado en la amplia literatura que establece la formación de ROS en la 
progresión de la enfermedad y ya que el tratamiento con antioxidantes sobre el cultivo 
NMEV tuvo un efecto preventivo en la muerte de MNs, (Rojas et al., 2014), es altamente 
probable que el MCAmut produzca la generación de ROS en NMEV, lo que 
desencadenaría en la muerte de MNs. Ya que bloqueadores de canales de sodio 
prevenien la hiperexcatibilidad y muerte de MNs (Fritz et al., 2013), éstos podrian prevenir 
la formación de ROS en NMEV. Por su parte, ya que un bloqueador de hemicanales pudo 
alargar la sobrevida en un ratón transgénico con la enfermedad, bloqueadores de 
hemicanales podrían previr la formación de ROS  si es que este proceso está involucrado 
en la muerte de MNs.  
 
Estrategia Experimental: Para comprobar que la aplicación de MCA-hSOD1G93A, MCA-
mSOD1G86R y MCA-mTDP43A315T generan un aumento en la producción de ROS, se 
adicionó MCAmut al cultivo de neuronas ventrales y se evaluó la generación de ROS 
mediante los marcadores fluorescentes DCFDA y dHE a diversos tiempos, comparando 
respecto a las condiciones control y a sus paralelos MCAWT. Asimismo, se agregaron 
bloqueadores de Nav, antioxidantes y bloqueadores de HC para evaluar si éstos 
previenen el efecto sobre NMEV.  
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3.1. Cultivo primario de neuronas de médula espinal ventral (NMEV).  
 
El cultivo primario fue preparado desde embriones de día 14 de gestación (E14), de ratas 
Sprague Dawley como ha sido descrito anteriormente (Sepúlveda et al. 2010). Luego de 
una cuidadosa disección de tejido y disgregación mecánica, las médulas fueron digeridas 
por 20 minutos (min) a 37°C en tripsina al 0.25% (Gibco). Las células se sembraron en 
una densidad de 400.000 células/mL en placas de 24 pocillos, con un cubreobjeto de 12 
mm cubierto con poly-L-lysina (1 mg/mL, Sigma) en un medio neuronal nutritivo que 
consiste en MEM al 70% (Gibco), medio neurobasal al 25% (Gibco), suplemento de N2 
al 1% (Gibco), L-glutamina al 1% (Gibco), penicilina-estreptomicina al 1% (Gibco), suero 
de caballo al 2% (Hyclone) y piruvato 1 mM (Sigma). Todos los cultivos de MEV se 
suplementan con 0,55 uL de extracto de pierna de pollo E18 por cada 1mL de medio y 
éste se reemplaza cada 3 días. 
 
 
3.2. Medio Condicionado de Astrocitos proveniente de ratones transgénicos  
(MCAmut).  
  
El medio condicionado de astrocitos fue preparado de acuerdo a lo descrito en Fritz et al, 
2013. Se prepararon cultivos de astrocitos desde ratones tipo silvestre y sus hermanos 
transgénicos que expresan; hSOD1G93A, mSOD1G86R, mTDP43A315T, o hSOD1wt, o 
mSOD1WT o mTDP43WT. Estos fueron incubados en DMEM (Hyclone), conteniendo 10% 
de suero fetal bovino (Hyclone) y 1% penicillina-estreptomicina (Invitrogen) a 37°C en 5% 
CO2. Una vez que alcanzan una confluencia aproximada de 95% (aproximadamente 14 
días), la microglia es removida agitando las células en un agitador orbital (200 rpm) 
durante 6 horas en la incubadora. Luego, el medio es reemplazado por el medio neuronal 
descrito anteriormente y se mantiene durante 7 días. Posteriormente, este medio es 
recolectado y almacenado en -80ºC hasta su futura utilización, cuando esto ocurre se le 
adiciona 4.5 mg/mL de D-glucosa y extracto de pollo para ser pasado por un filtro de 0.2 
mm (Sepúlveda et al., 2010). Basado en información preliminar del laboratorio, el medio 
condicionado será aplicado de acuerdo a las siguientes diluciones: hSOD1G93A (1:9), 
hSOD1G86R (1:10), hTDP43A315 T (1:8), o hSOD1wt (1:9). 
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3.3. Estandarización y detección de ROS con la sonda fluorescente CM-
H2DCFDA.  
Para evaluar los cambios en la generación de ROS, se utilizó el reactivo 5-(-6)-
clorometil-2′,7′-diclorodihidrofluoresceina diacetato, acetil ester (CM-H2DCFDA) (Código 
C6827, Invitrogen), preparándose un stock de 5 mM en dimetilsulfoxido (DMSO). Para 
estandarizar las condiciones de incubación de la sonda se analizaron diferentes 
parámetros, correspondientes al tiempo de incubación: 20-30-45 min, la concentración 
final de la sonda por pocillo: 1 uM, 2 uM y 5 uM, y la intensidad del haz de luz de disparo 
(Regulable desde 32x= menos intensidad, pasando por 16x, 8x, 4x, 2x hasta 1x= máxima 
intensidad). De igual forma se comparó el medio en el cual se incubarían las células 
(solvente final de la sonda) considerándose PBS (buffer fosfato salino, Hyclone) 1X, 
Medio mínimo esencial (MEM), y el propio medio de mantenimiento del cultivo (receta 
detallada en 3.1), además de evaluar la solución de lavado y también el añadimiento de 
ácido plurónico para una mejor permeabilidad de la sonda. Las condiciones finales 
corresponden a 30 min de incubación en 5 % de CO2 a 37°C en oscuridad (incubadora), 
a una concentración de 1 uM final, disuelta en el medio de mantenimiento propio del 
cultivo, agregando 0.004% de ácido plurónico, para finalmente realizar 3 lavados con PBS 
1x. Además, después del último lavado las células deben volver a su medio original para 
llevar a cabo los registros, (el cual debe mantenerse desde el principio). Para la obtención 
de las imágenes, se utilizó una intensidad de 8x de disparo, estableciéndose un tiempo 
máximo de 4 segundos para tomar la fotografía por campo en cada condición. La 
adquisición de imágenes se realizó con el microscopio de epifluorescencia 
NikonEclipseTi-U equipado con una cámara SPOTPursuit™USBCCD (14-bit), lámpara 
de mercurio y con el obturador Inteligente Sutter-Smart con regulador lambda, usando un 
objetivo 20x. La oxidación del reactivo resulta en la formación del producto fluorescente 
DCF, cuyas longitudes de onda de emisión y excitación son λex/λem = 492–495/517–527 
nm. Para establecer las condiciones se compararon células controles (sin tratamiento) 
versus células previamente tratadas con H2O2 durante 20 min. Una vez estandarizadas 
las condiciones, la cuantificación de los resultados obtenidos tras la incubación con la 
sonda CM-H2DCFDA  para evaluar la producción de especies reactivas de oxígeno, se 
llevó  a cabo seleccionando las 10 células con mayor intensidad por cada campo, 
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seleccionando el soma completo de cada una de éstas o regiones de interés (RDI), para 
cuantificar a través del programa ImageJ. Los resultados fueron normalizados por el 
promedio de la condición control y posteriormente por el número de células positivas para 
la condición control positivo (H2O2 200 μM por 20 min) en el caso de la estandarización 
del tiempo de exposición a los diferentes MCA. Aquellas células que presentaban UAF 
(Unidades arbitrarias de fluorescencia) mayores a 1,5 fueron contadas como positivas. 
Se analizaron al menos 2 campos por cada condición, en 3 diferentes repeticiones. Para 
el resto de los experimentos solo se normalizó respecto al promedio de la condición 
control.  
3.4. Estandarización y detección de superóxido con la sonda fluorescente 
Dihidroetidina (dHE). 
Para analizar si la aplicación de MCAmut genera un aumento en la producción del 
anión superóxido (O2-), se utilizó la sonda dihidroetidina (código D11347, Invitrogen), la 
cual al reaccionar con el superóxido forma un producto de fluorescencia roja, el cual se 
intercala con el ADN, (λex/λem: 500–530/590–620). En primer lugar, se preparó un stock 
de dHE 5 mM disuelto en DMSO. Previamente, fue necesario estandarizar las 
condiciones de incubación de la sonda en cultivo de NMEV.  De manera similar a lo 
realizado para la detección de ROS, se evaluaron diferentes concentraciones y si era 
necesaria o no la aplicación de ácido plurónico para una mejor permeabilización de la 
sonda. Tras incubar 30 min con la sonda a 1 µM, 2 µM, 5 µM y 10 µM y con o sin ácido 
plurónico, se determinó que la mejor concentración para evaluar la generación de 
superóxido corresponde a 4 µM. De esta forma, la sonda fue incubada previamente a la 
exposición de MCAmut sólo o junto con los diversos inhibidores (ver tabla 3), en oscuridad 
a 37°C, 5% CO2 (incubadora), disuelto en PBS 1X. Después de los 30 min, se procedió 
a lavar 2 veces con PBS 1X tibio dejándose en el mismo para la adquisición de las 
fotografías. Las imágenes fueron adquiridas en el microscopio detallado anteriormente 
(punto 3.3). Para la cuantificación se registraron 10 regiones de interés (RDIs) en al 
menos 2 campos por cada condición, en tres experimentos independientes. 
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3.5. Inhibidores/Bloqueadores. 
Los siguientes inhibidores o bloqueadores fueron utilizados para evaluar si tenían 
la capacidad de revertir el efecto del MCAmut sobre ROS en NMEV. Bloqueadores de 
canales de sodio dependiente de voltaje (Nav): mexiletin (Tocris), espermidina (Sigma) y 
riluzol (Sigma); antioxidantes: trolox (Sigma), esculetina (Sigma) y carboxy-Ptio (Sigma) 
y los bloqueadores de hemicanales: lantano (Sigma), ácido flufenámico (Sigma) y 
carbenoxelona (Sigma).  Los detalles sobre la concentración y preparación se pueden 
observar en la tabla 1.  
 
Tabla 1. Bloqueadores utilizados para evaluar diversos efectos del MCAmut. 
Función Nombre Abrevia- 
ción 
Solvente [ ] Stock [ ] Uso 
Bloqueadores de Canales de sodio dependiente de voltaje (Nav) 
Bloqueador Nav especifico Mexiletin Mx H2O 100 mM 25   nM 
Bloqueador Nav general Espermidina Esp H2O 100 
mg/mL 
10   µM 
Bloqueador Nav general Riluzol Ril H2O-Tween 100 uM 100 nM 
Antioxidantes 
Analogo soluble Vitamina E Trolox Tx H2O 10 mM 1    µM 
Antioxidante general  Esculetina Esc DMSO 1 mM 25  µM 
Reacciona con óxido nítrico Carboxi-Ptio C-PTIO DMSO 1 mM 250 nM 
Bloqueadores de hemicanales 
Bloqueador hemicanales 
general 
Lantano La+3 Krebs 200 mM 200 µM 
Bloqueador selectivo de 
hemicanales  
Ácido 
Flufenamico 
AFf EtOH 100 mM 100 µM 
Bloqueador hemicanales 
general 
Carbenoxelona Cbx H2O 100 mM 100 µM 
 
 
Objetivo específico 2. Evaluar la apertura de hemicanales en motoneuronas y/o 
astrocitos tras la aplicación de MCA-hSOD1G93A  y comprobar si bloqueadores de canales 
de sodio, antioxidantes y bloqueadores de hemicanales pueden revertir este efecto. 
Racional: Dado que un inhibidor de hemicanales pudo prevenir la pérdida axonal, 
mejorar la atrofia y el tamaño muscular y aumentar la sobrevida en ratones hSOD1G93A 
(Takeuchi et al. 2011) y que se han visto alteraciones en CUH y conexinas en astrocitos 
de ratones transgénicos modelos de ELA (Cui et al. 2014; Díaz-Amarilla et al. 2011), es 
posible que el MCA-hSOD1G93A gatille la apertura de hemicanales en MNs y/o astrocitos 
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de NMEV. Bajo la misma premisa del racional del objetivo específico 1, apuntando a que 
bloqueadores de Nav, antioxidantes y bloqueadores de HC han mostrado un efecto 
protector en ELA, estos podrían prevenir la apertura de HC si es que este proceso está 
involucrado en la muerte MNs.  
 
Estrategia Experimental: Para comprobar que la aplicación de MCA-hSOD1G93A gatilla 
la apertura de HC, se aplicaó el  MCAmut de manera aguda al cultivo de 4 DIV de NMEV 
y se evaló si la tinción de bromuro de etidio (BrET) es capaz de ingresar a MNs y/o 
astrocitos, y si bloqueadores o antioxidantes pueden prevenir este efecto.   
 
3.6. Captación de Bromuro de Etidio. 
La captación de bromuro de etidio se realizó de acuerdo a lo descrito en Schalper et al. 
2008. Se preparó un stock de Bromuro de etidio 25 mM en agua, y fue usado a 5 µM final, 
diluido en solución Krebs (154 mM NaCl, 4,7 mM KCl, 1,2 mM MgCl2, 3 mM CaCl2, 10 
mM glucosa, 10 mM HEPES, pH7,4), incubándose 20 min en oscuridad a 5% CO2, 37°C. 
Luego, las células fueron lavadas dos veces con el tampón Krebs y fijadas para realizar 
inmunocitofluorescencia con el fin de reconocer motoneuronas (SMI32+) y astrocitos 
(GFAP+) (ver detalles en 3.7). Al menos 40 motoneuronas o astrocitos fueron analizados 
por cada condición, desde tres experimentos independientes, cuantificando la intensidad 
de la fluorescencia roja en el soma de las respectivas células, usando el software Image 
J, y normalizando respecto al promedio de la condición control. Se utilizaron los mismos 
bloqueadores detallados en el punto 3.5 y las fotografías fueron adquiridas en el 
microscopio detallado anteriormente (punto 3.3). 
 
3.7. Inmunocitofluorescencia.  
Para identificar distintos tipos celulares presentes en el cultivo de NMEV, se realizó 
inmunocitofluorescencia (ICF) utilizando diferentes anticuerpos. Tras la fijación por 20 
minutos con paraformaldehido (PFA) 4% (Sigma), las células fueron lavadas con PBS 1X 
(Winkler), y permeabilizadas con Triton X-100 al 0.5% (Sigma) por 20 minutos y luego 
bloqueadas con suero de cabra (Invitrogen), por 30 minutos. Posteriormente fueron 
incubadas con diversos anticuerpos primarios de acuerdo al propósito del experimento, 
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los cuales corresponden a :anticuerpo primario de ratón anti-SMI32 1:600 (Covance) que 
reconoce el neurofilamento no fosforilado presente en MNs; el anticuerpo de conejo anti-
MAP2 1:300 (Santa Cruz) que reconoce la proteína de asociación a microtubulos 2 
presente en neuronas e interneuronas en general en nuestro cultivo; el anticuerpo de 
conejo anti-GFAP 1:500 (Dako) que reconoce la fibra glial fosforilada de astrocitos, todos 
ellos preparados en suero de cabra y mantenidos durante toda la noche. Después de 4 
lavados sucesivos de 10 minutos con PBS 1x las células fueron incubadas por 2 horas y 
30 minutos con los respectivos anticuerpos secundarios de acuerdo a cada experimento;  
Alexa Fluor488 anti-ratón hecho en cabra 1:500 (Invitrogen), Alexa Fluor488 anti-conejo 
hecho en cabra 1:500 (Invitrogen), Alexa Fluor546 anti-ratón hecho en cabra 1:500 
(Invitrogen), Alexa Fluor546 anti-conejo hecho en cabra 1:500 (Invitrogen), Alexa Fluor633 
anti-ratón hecho en cabra 1:200 (Invitrogen)  y Alexa Fluor633 anti-conejo hecho en cabra 
(1:200) (Invitrogen).  Luego, las células fueron lavadas al menos 4 veces por 15 min con 
PBS 1X y montadas en medio de montaje con tinción nuclear Prolong, o sin tinción de 
núcleos con Fluoromont-G. Las fotografías fueron adquiridas en el microscopio detallado 
anteriormente (punto 3.3). 
 
Tabla 2. Listado de anticuerpos utilizados. 
1a . Anticuerpos primarios 
Nombre Identifica Reconoce Dilución Compañia 
SMI32 Motoneuronas Neurofilamento no fosforilado 1:600 Covance 
MAP2 Neuronas Proteína de asociación a 
microtubulos 
1:300 Santa Cruz 
GFAP Astrocitos Fibra glial fosforilada  1:500 Dako 
 
 
 
1b. Anticuerpos secundarios 
Nombre Reconoce Dilución Compañia 
Af488 ms ratón 1:600 Invitrogen 
Af488 rb conejo 1:500 Invitrogen 
Af546 ms ratón 1:500 Invitrogen 
Af546 rb conejo 1:500 Invitrogen 
Af633 ms ratón 1:250 Invitrogen 
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Objetivo específico 3. Analizar si la aplicación de MCA-hSOD1G93A produce un aumento 
en el calcio intracelular en NMEV y establecer si bloqueadores de hemicanales previenen 
la muerte de motoneuronas. 
 
Racional: Debido a la contundente evidencia que posiciona al calcio como factor clave 
en la ELA, y a partir de lo observado en Fritz et al., 2013, donde el tratamiento agudo de 
30 minutos con MCA-hSOD1G93A produce un aumento en la frecuencia de las transientes 
de calcio en neuronas ventrales de la médula espinal, es esperable que aumente el calcio 
intracelular  en NMEV, tras la aplicación del medio.  
 Además, dada la evidencia previamente presentada en el racional del objetivo 
específico 2, es probable que los bloqueadores de HC puedan prevenir la muerte de MNs 
en NMEV tras la aplicación crónica de MCA-hSOD1G93A. 
 
Estrategia experimental: Para determinar si la aplicación de MCA-hSOD1G93A  produce 
un aumentro de calcio intracelular, se utilizó la sonda radiométrica Fura-2 AM en NMEV 
de 4 DIV, registrando los cambios “in vivo” con un software computacional y se evaluó 
además el bloqueador de hemicanales, ácido flufenámico.  
Para determinar si los bloqueadores de hemicanales pueden prevenir la muerte de MNs 
tras la aplicación de MCA-hSOD1G93A, se realizó ICF contra MNs y neuronas totales, 
contando la población y estableciendo el porcentaje de MNs que sobreviven comparadas 
al número de MNs existentes en la condición control.  
3.8. Registros de calcio.  
Para registrar cambios en los niveles de calcio en NMEV, se procedió de acuerdo a los 
establecido en Cea et al. 2016, con modificaciones. Se utilizó el indicador de calcio 
intracelular Fura 2 AM (F-122, Invitrogen), cuya excitación es medible proporcionalmente 
a 340 y 380 nanometros (nm) de longitud de onda (λ). Se preparó un stock de 2 mM en 
DMSO, el cual fue diluido en solución Krebs, utilizando una concentración final de 4 µM 
por pocillo. Las células de 4 div fueron incubadas en oscuridad por 45 min a temperatura 
ambiente, lavándose dos veces con solución Krebs, y mantenidas en esta solución hasta 
el momento del registro. Luego de 5 min basales de registro, se agregó MCA-hSOD1G93A 
(1:9), durante 30 min o MCA-hSOD1WT (1:9), sólo o junto con ácido flufenamico (AFf,100 
µM). La fluorescencia fue obtenida por cada región de interés (RDI) a longitudes de onda 
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de excitación de 340 y 380 nm, mientras que la fluorescencia de emisión se recogió a 
510 nm, adquiriendo imágenes cada 3 segundos. El programa utilizado para adquirir las 
imágenes corresponde a NIS Software, usándose el   microscopio Olympus BX 51W1I 
upright.  
La tabla 3 muestra un resumen de las sondas fluorescentes utilizadas y las condiciones 
de preparación de éstas. 
 
Tabla 3. Resumen de sondas y tinciones usadas. 
Uso Sonda/Tinción Abre-
viatura 
Solvente [ ] 
Stock 
[ ] Uso 
Detección de ROS CM-H2DCFDA DCF DMSO 5 mM 1 µM 
Detección de O2 Dihidroetidio dhE PBS/DMSO 5 mM 4 µM 
Registro de calcio intraceluar Fura 2-AM Fura 2-AM DMSO 2 mM 4 µM 
Captación de Etidio Bromuro de 
Etidio 
BrEt H2O 25 mM 5 µM 
 
 
3.9. Sobrevivencia de motoneuronas  
La sobrevivencia celular se evaluó de acuerdo a lo descrito en Fritz et al. 2012 y Rojas 
et al. 2014, mediante conteo celular, tras la identificación de MNs y neuronas mediante 
ICF como fue descrito en el punto 3.7. Para esto, se tomaron fotos al azar cuidando de 
que hubieran más de 10 células MAP2+ en el objetivo 20X, y la fotografía del mismo 
campo con motoneuronas (SMI32+). Se contó el número de células SMI32+ y MAP2+ 
obteniendose el porcentaje de motoneuronas (SMI32+) con respecto al número total de 
neuronas MAP2+. Se consideró un número aproximado de 9% de MNs como base, 
descartándose cultivos con un porcentaje menor a éste.
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4. RESULTADOS 
4.1. La aplicación de medio condicionado de astrocitos proveniente de ratones 
transgénicos hSOD1G93A, mSOD1G86R y hTDP43A315T generan un aumento en la 
producción de ROS en NMEV. 
 
Dada la contundente evidencia que establece al daño oxidativo como factor clave 
en la enfermedad de ELA, además del rol protector de los antioxidantes en la 
sobrevivencia de MNs ante la aplicación de MCAmut, se quiso evaluar si la aplicación de 
MCA de las diferentes líneas transgénicas efectivamente generan un aumento en la 
producción de ROS, para lo cual NMEV de 4 div fueron incubadas con el reactivo 5-(-6)-
clorometil-2′,7′-diclorodihidrofluoresceina diacetato, acetil ester CM-H2DCFDA (C6827, 
Invitrogen). El reactivo no fluorescente, difunde pasivamente en las células hasta que su 
grupo reactivo tiol-clorometil reacciona con el glutatión intracelular y otros tioles, cuya 
oxidación produce fluorescencia. Así, DCFDA reconoce peróxidos, súperoxido y radicales 
de oxígeno (Eruslanov y Kusmartsev, 2010). 
En primer lugar, se realizó una estandarización de las condiciones de incubación 
de la sonda fluorescente, correspondientes a tiempo, concentración y solvente, 
comparándose la condición control (NMEV sin estímulo) contra el control positivo H2O2 
200 µM (20 min). Se determinó que las condiciones óptimas corresponden a 30 minutos 
de incubación a [1µM], a 37°C en oscuridad, diluido en PBS 1x, realizándose 3 lavados 
con el mismo después de los 30 minutos, como se muestra en la Figura 3.  
Una vez determinado el protocolo óptimo, las células fueron previamente tratadas 
con MCA-hSOD1G93A ó MCA-hSOD1WT, MCA-hSOD1G86R ó MCA-mSOD1WT y MCA-
hTDP43A315T ó MCA-mSOD1WT durante diferentes tiempos de incubación (30 a 120 min) 
observándose que la apliación del MCA proveniente de las tres lineas transgénicas 
generan un aumento en la producción de ROS, en contraste a sus respectivos controles 
(Figura 4, Figura 5, Figura 6). En el caso del MCA-hSOD1G93A, las ROS fueron generadas 
mayormente a los 30 min de incubación (Figura 4), mientras que la exposición de las 
NMEV al MCA-hSOD1G86R produjo mayor intensidad en la fluorescencia a los 60 min de 
incubación (Figura 5). Por su parte, la aplicación de hTDP43A315T aumento 
significativamente la producción de ROS tras 30 minutos de incubación figura 6.  
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Luego se determinaron los niveles de ROS con mayores tiempos de exposición 
(24 h, 48 h y 72 h) a los diferentes MCA detectandose que a pesar de que éstos sufren 
una caída en comparación al aumento detectado a los 30 o 60 minutos, vuelven a 
aumentar tras 72 hrs (aplicación crónica) de exposición con los MCAmut de las tres líneas 
transgénicas, como se aprecia en la figura 7. 
 
4.2. Bloqueadores de los canales de sodio dependiente de voltaje (Nav), antioxidantes, 
y bloqueadores de hemicanales previene el aumento en la generación de ROS 
tras la aplicación de medio condicionado de astrocitos provenientes de ratones 
transgénicos hSOD1G93A, mSOD1G86R, hTDP43A315T en NMEV. 
 
Basados en la evidencia que indica que bloqueadores de canales de Nav mostraban un 
efecto protector en la sobrevivencia de MNs (Fritz et al, 2013), se evaluó si éstos eran 
capaces de disminuir el aumento de ROS en NMEV tras la aplicación de MCA de ratones 
transgénicos con ELA, observándose que tanto los bloqueadores generales, espermidina 
y riluzol, así como el bloqueador específico (mexiletin), son capaces de prevenir este 
aumento tras la aplicación de MCA de las tres líneas transgénicas.  
Llama la atención que riluzol, la única droga aprobada por la FDA para la enfermedad, 
presenta una muy alta disminución de los niveles de ROS tras la aplicación de los tres 
MCA, mostrando niveles incluso menores al control (Figura 8).   
De la misma forma, se observó que los antioxidantes trolox, esculetin y carboxy-Ptio 
también poseen un efecto protector en la prevención de la generación de ROS tras la 
aplicación de MCA-hSOD1G93A, MCA-hSOD1G86R y MCA-hTDP43A315T (Figura 9). Trolox 
y Esculetin mostraron prevenir de mejor manera la producción de ROS tras la aplicación 
de los medios condicionados derivados de SOD1mut, mientras que C-Ptio mostró el mejor 
efecto protector tras la aplicación de MCA-hTDP43A315T. 
 
Además, los bloqueadores de hemicanales lantano, ácido flufenámico y carbenoxelona 
previenen la producción de ROS tras la aplicación de MCA-hSOD1G93A, siendo más 
notorio el efecto preventivo del lantano, llegando a niveles similares a la condición control, 
como muestra la Figura 10. 
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4.3. La aplicación de medio condicionado de astrocitos proveniente de ratones 
transgénicos hSOD1G93A, mSOD1G86R y hTDP43A315T generan un leve aumento en 
la producción de superóxido en NMEV. 
  
Al igual que en el caso anterior, para poder evaluar los niveles de superoxido en NMEV, 
en primera instancia se procedió a estandarizar las condiciones de incubación de la sonda 
dhE, estableciéndose que la concentración óptima de la sonda corresponde a 4 µM, no 
necesitando la adición de ácido pluronico para aumentar la permeabilización de ésta. 
(Figura 11). Tras analizar el efecto del MCA proveniente de las tres líneas transgénicas,  
se determinó que la aplicación de  MCA-hSOD1G93A produce un leve aumento en la 
producción de súper oxido en NMEV alcanzando la fluorescencia máxima a los 30 
minutos en contraste con el control MCA-hSOD1WT, mientras que la aplicación de MCA-
mSOD1G86R y MCA-hTDP43A315T alcanzaron la intensidad máxima de fluorescencia a los 
60 minutos en comparación a sus respectivos controles; MCA-mSOD1WT y MCA-
mTDP43WT (Figura 12).  
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Figura 6. Estandarización de las condiciones de incubación de la sonda 
fluorescente CM-H2DCFDA. 
(A) Diseño experimental. NMEV de 5 DIV fueron mantenidas en condiciones basales (control) o incubadas 
con H
2
O
2
 (200 uM) durante 20 min (control positivo), previo a la exposición de la sonda CM-H
2
DCFDA en 
diferentes concentraciones, condiciones, y tiempos de incubación. (B) Imágenes representativas de las 
condiciones de incubación establecidas para registrar diferencias en la producción de especies reactivas 
de oxígeno en NMEV. Campo total de la imagen original (λ
ex
/λ
em
 = 492–495/517–527 nm), objetivo 20X, en 
la condición control (B
1
) y tras la incubación con H
2
O
2
 [200 uM] por 20 min (B
2
). Magnificación en blanco y 
de negro de la zona demarcada en el (cuadro punteado rojo en (B
1
-B2), para la condición control (B3) y 
para las células tratadas con H
2
O
2
. Barra de escala 40 µm (B
4
). Magnificación en contraste e inversión  
para una mayor apreciación de la fluorescencia captada para la condición control (B
5
) y células tratadas 
Data 1
0
1
2
3
4
A 
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con H
2
O
2
 en (B
6
). (D) Gráfico mostrando la cuantificación de la fluorescencia captada en ambas 
condiciones. Los valores representan el promedio ± el error estándar de al menos tres experimentos 
independientes resultados en duplicado, analizados por t-test, ∗∗∗p < 0.001 vs. Control. (E) Resumen de 
las condiciones de incubación óptimas establecidas para la sonda.  
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Figura 7 . La aplicación de MCA-hSOD1G93A produce un aumento en la producción de 
ROS en NMEV. 
(A) Diseño experimental. NMEV de 4 DIV fueron incubadas con MCA-mSOD1
WT
 o con  
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MCA- hSOD1
G93A
 durante 0, 30, 60, 90 ó 120 min, posteriormente lavadas e incubadas con la 
sonda fluorescente CM-H
2
DCFDA por 30 min, registrándose luego los cambios en los niveles de 
ROS (en NMEV, mediante la adquisición y cuantificación de las imágenes de cada condición. 
Imágenes representativas en campo claro (panel superior) y fluorescencia (panel inferior) de los 
niveles de ROS en NMEV tras la aplicación de MCA-mSOD1
WT
 (B) o de MCA-hSOD1
G93A 
(C), tras 
0, 30, 60, 90 ó 120 min de incubación, (C) condición control y tras H2O2 como control positivo. (D) 
Gráfico que muestra la cuantificación de los niveles de ROS en NMEV en los diferentes tiempos 
registrados. Los valores representan el promedio ± el error estándar de al menos tres 
experimentos independientes realizados en duplicado, analizados por t-test. ∗p < 0.05, ∗∗p < 0.01, 
∗∗∗p < 0.001 vs. Control.  
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Figura 8.  La aplicación de  MCA-hSOD1G86R produce un aumento en la producción 
de ROS en NMEV.    
(A)   Diseño experimental.  NMEV de 4 DIV fueron incubadas con MCA-mSOD1
WT
 o con MCA-
hSOD1
G86R
 durante 0, 30, 60, 90 ó 120 min, posteriormente lavadas e incubadas con la sonda 
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sonda fluorescente CM-H
2
DCFDA por 30 min, registrándose luego los cambios en los niveles 
de ROS en NMEV, mediante la adquisición y cuantificación de las imágenes de cada condición. 
Imágenes representativas en campo claro (panel superior) y fluorescencia (panel inferior) de 
los niveles de ROS en NMEV tras la aplicación de MCA-mSOD1
WT
 (B) o de MCA-hSOD1
G86R 
(C), tras 0, 30, 60, 90 ó 120 min de incubación. (D) Gráfico que muestra la cuantificación de 
los niveles de ROS en NMEV en las diferentes condiciones mencionadas. Los valores 
representan el promedio ± el error estándar de al menos tres experimentos independientes 
realizados en duplicado, analizados por t-test. ∗p < 0.05, ∗∗p < 0.01, ∗∗∗p < 0.001 vs. Control. 
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Figura 9. La aplicación de MCA-mTDP43A315T produce un aumento en la producción de 
ROS en NMEV. 
(A)   Diseño experimental.   NMEV de 4 DIV fueron incubadas con MCA-mTDP43
WT
 o con 
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MCA-mTDP43
A315T
 durante 0, 30, 60, 90 ó 120 min, posteriormente lavadas e incubadas con la sonda 
fluorescente CM-H
2
DCFDA por 30 min, registrándose luego los cambios en los niveles de ROS en 
NMEV, mediante la adquisición y cuantificación de las imágenes de cada condición. Imágenes 
representativas en campo claro (panel superior) y fluorescencia (panel inferior) de los niveles de ROS 
en NMEV tras la aplicación de MCA-mTDP43
WT
 (B) o de MCA-mTDP43
A315T 
(C), tras 0, 30, 60, 90 ó 120 
min de incubación, (D) condición control y tras H2O2 como control positivo.  (E) Gráfico que muestra la 
cuantificación de los niveles de ROS en NMEV en las diferentes condiciones mencionadas. Los valores 
representan el promedio ± el error estándar de al menos tres experimentos independientes realizados 
en duplicado, analizados por t-test. ∗p < 0.05, ∗∗p < 0.01, ∗∗∗p < 0.001 vs. Control. 
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Figura 10 . Niveles de ROS en NMEV tras la aplicación de MCA-hSOD1
G93A
, MCA-
hSOD1
G86R
 y MCA-hTDP43
A315T
 a diferentes tiempos.  
(A) Diseño experimental. NMEV de 4 DIV fueron incubadas con MCA-hSOD1
G93A
, MCA-hSOD1
G86R
 o MCA-
mTDP43
A315T
 y sus respectivos controles durante 30,60, 90, ó 120 min y 24,48 ó 72 h, posteriormente 
lavadas e incubadas con la sonda fluorescente CM-H
2
DCFDA por 30 min, registrándose luego los cambios 
en los niveles de ROS en NMEV, mediante la adquisición y cuantificación de las imágenes de cada 
condición  (B-D) Gráficos que muestran los niveles de ROS en NMEV tras la aplicación de MCA-hSOD1
G93A 
o de MCA-hSOD1
WT
 a diferentes tiempos, (B); de MCA-mSOD1
G86R 
o de MCA-mSOD1
WT
 a diferentes 
tiempos, (C); o de MCA-mTDP43
A315T
 o de mTDP43
WT 
a diferentes tiempos (D). Los valores representan el 
promedio ± el error estándar de al menos tres experimentos independientes realizados en duplicado, 
analizados por t-test. ∗p < 0.05, ∗∗p < 0.01, ∗∗∗p < 0.001 vs. Control. 
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Figura 11. Bloqueadores de canales de Nav previenen la producción de ROS tras 
la aplicación de MCA-hSOD1G93A, MCA-hSOD1G86R y MCA-hTDP43A315T. 
(A)   Diseño experimental. NMEV de 4 DIV fueron incubadas con MCA-hSOD1
G93A
, MCA-hSOD1
G86R
 o 
MCA-mTDP43
A315T
 y sus respectivos controles durante 30 min, posteriormente lavadas e incubadas con 
la sonda fluorescente CM-H
2
DCFDA por 30 min, registrándose luego los cambios en los niveles de ROS 
en NMEV, mediante la adquisición y cuantificación de las imágenes de cada condición. (B-D) Gráficos 
que muestran los niveles de ROS en NMEV tras la aplicación de MCA-hSOD1
G93A 
(B
1
) o de MCA-
hSOD1
WT
 (B
2
); de MCA-mSOD1
G86R 
(C
1
) o de MCA-mSOD1
WT
 (C
2
); o de MCA-mTDP43
A315T
 (D
1
) o de 
mTDP43
WT 
(D
2
) solos o junto con los inhibidores de canales de sodio dependientes de voltaje: Mexiletin 
(25 nM), Espermidina (10 µM), y Riluzol (100 nM). Los valores representan el promedio ± el error 
estándar de al menos tres experimentos independientes, analizados por ANOVA de un factor seguido 
de una prueba post-hoc de Tukey. ∗∗P < 0.01, ∗∗∗P < 0.001 relativo a la fluorescencia control a 7 DIV; 
##P < 0.01 and ###P < 0.001 comparado a la fluorescencia producida por MCAMUT. 
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(A) Diseño experimental. NMEV de 4 DIV fueron incubadas con MCA-
MUT
 solo o junto con los antioxidantes 
durante 30min, posteriormente lavadas e incubadas con la sonda fluorescente CM-H
2
DCFDA por 30 min, 
registrándose luego los cambios en los niveles de ROS en NMEV, mediante la adquisición y cuantificación 
de las imágenes de cada condición. (B-D) Gráficos que muestran los niveles de ROS en NMEV tras 
la aplicación de MCA-hSOD1
G93A 
(B
1
) o de MCA-hSOD1
WT
 (B
2
); de MCA-mSOD1
G86R 
(C
1
) o de 
MCA-mSOD1
WT
 (C
2
); o de MCA-mTDP43
A315T
 (D
1
) o de mTDP43
WT 
(D
2
) solos o junto con los 
antioxidantes Trolox (1 µM), Esculetina (25 µM), y Carboxy-Ptio (250 nM).  Los valores representan 
el promedio ± el error estándar de al menos tres experimentos independientes, analizados por 
ANOVA de un factor seguido de una prueba post-hoc de Tukey. ∗∗P < 0.01, ∗∗∗P < 0.001 relativo 
a la fluorescencia control a 7 DIV; ##P < 0.01 and ###P < 0.001 comparado a la fluorescencia 
producida por MCAMUT. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Antioxidantes previenen la producción de ROS tras la aplicación de 
MCAmut. 
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Figura 13. Bloqueadores de Hemicanales previenen la producción de ROS tras la 
aplicación de MCA-hSOD1G93A 
(A)   Diseño experimental. NMEV de 4 DIV fueron incubadas con MCA-hSOD1
G93A
 o con MCA-hSOD1
WT
,
 
solo o junto con los bloqueadores de hemicanales La
+3 
(200 uM), FFA (100 uM) o CBX (200 uM), durante 
30 min, posteriormente lavadas e incubadas con la sonda fluorescente CM-H
2
DCFDA por 30 min, 
registrándose luego los cambios en los niveles de ROS en NMEV, mediante la adquisición y 
cuantificación de las imágenes de cada condición. (B-D) Gráficos que muestran los niveles de ROS en 
NMEV tras la aplicación de MCA-hSOD1
G93A 
(B
1
) o de MCA-hSOD1
WT
 (B
2
), solos o junto con los 
bloqueadores de hemicanales La
+3 
(200 uM), FFA (100 uM) o CBX (200 uM). Los valores representan el 
promedio ± el error estándar de al menos tres experimentos independientes, analizados por ANOVA de 
un factor seguido de una prueba post-hoc de Tukey. ∗∗P < 0.01, ∗∗∗P < 0.001 relativo a la fluorescencia 
control; ##P < 0.01 and ###P < 0.001 comparado a la fluorescencia producida por MCAMUT. 
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Figura 14. Estandarización de las condiciones de incubación de la sonda 
fluorescente dihidro-Etidio (dhE). 
(A) Diseño experimental. NMEV de 5 DIV fueron mantenidas en condiciones basales (control) o 
incubadas con H
2
O
2
 (200 M) durante 20 min (control positivo), previo a la exposición de la sonda dhE 
en diferentes concentraciones, condiciones, y tiempos de incubación. (B) Imágenes representativas de 
las condiciones de incubación establecidas para registrar diferencias en la producción de superóxido 
en NMEV. Campo total de la imagen original (λ
ex
/λ
em
 = 492–495/517–527 nm), objetivo 20X, en la 
condición control (B
1
) y tras la incubación con H
2
O
2
 [200 uM] por 20 min (B
2
). Magnificación en blanco 
y negro e inversión de la zona demarcada en el cuadro punteado rojo en (B
1
-B
2
), para la condición 
control (B
3
) y para las células tratadas con H
2
O
2
 (B
4
). Barra de escala 20 µm. (C) Gráfico mostrando la 
cuantificación de la fluorescencia captada en ambas condiciones. Los valores representan el promedio 
± el error estándar de al menos tres experimentos independientes realizados en duplicado, analizados 
por t-test, ∗∗∗p < 0.001 vs. Control. (D) Resumen de las condiciones de incubación óptimas establecidas 
para la sonda.  
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 (A) Diseño experimental. NMEV de 4 DIV fueron incubadas con MCA-mSOD1
WT
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hSOD1
G93A
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fluorescente dhE por 30 min, registrándose luego los cambios en los niveles superóxido en 
NMEV, mediante la adquisición y cuantificación de las imágenes de cada condición. (B) 
Imágenes representativas (intensidad de la fluorescencia) de los niveles de superóxido en 
NMEV tras la aplicación de MCA-mSOD1
WT
 (panel superior) o de MCA-hSOD1
G93A 
(panel 
inferior) tras 0, 30, 60, 90 ó 120 min de incubación. (C) Gráfico que muestra la cuantificación 
de los niveles de superóxido en NMEV en las diferentes condiciones mencionadas. Los valores 
representan el promedio ± el error estándar de al menos tres experimentos independientes 
realizados en duplicado, analizados por t-test, ∗p < 0.05, ∗∗p < 0.01, ∗∗∗p < 0.001 vs. Control.  
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Figura 15. La aplicación de MCA-hSOD1G93A produce un aumento en la producción de 
superóxido en NMEV. 
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4.4. La aplicación de MCA-hSOD1G93A produce la apertura de los hemicanales en 
motoneuronas y astrocitos de NMEV.  
 
Ya que la literatura muestra un posible rol de los hemicanales en ELA, se quiso 
determinar si el factor tóxico liberado por astrocitos produce algún efecto sobre ellos en 
nuestro modelo. Para evaluar si el MCA-hSOD1G93A produce la apertura de los 
hemicanales en MNs y astrocitos de NMEV, se coincubó  el medio condicionado de las 
diferentes líneas transgénicas por 30 min con la tinción de Bromuro de etidio, para 
posteriormente fijar las células e identificar mediante inmunocitofluoresencia la presencia 
de MNs (SMI32+) y astrocitos (GFAP+), encontrándose que la captación de bromuro de 
etidio aumenta en ambos tipos celulares como se aprecia en la figura 13 y figura 14, 
respectivamente. En MNs la apertura de hemicanales aumenta significativamente al 
doble en comparación a la condición control tras la aplicación de MCA-hSOD1G93A, 
mientras que al agregar MCA-hSOD1WT o MCA-mSOD1WT no se produce este aumento 
(Figura 13). Por su parte, en astrocitos de igual forma se produce un aumento en la 
captación de etidio respecto a la condición control tras la aplicación de MCA-hSOD1G93A, 
sin embargo, sólo aumenta 1,6 veces la intensidad de la captación. La aplicación de MCA-
hSOD1WT o MCA-mSOD1WT no produce la apertura de hemicanales en astrocitos (Figura 
14). Si bien en ambos tipos celulares se observa un aumento significativo de la captación 
de etidio, esto no ocurre en la totalidad de las células, ya que si designamos 
arbitrariamente un aumento de 1,5 veces; 1,8 veces ó 2 veces en relación a la condición 
control, sólo un 55%, 37%, y 35% de la población total de MNs respectivamente permite 
la entrada de etidio a través de la apertura de hemicanales. En astrocitos, se produce un 
efecto similar, abarcando 55% de la población total de astrocitos cuantificados que 
aumentan más de 1,5 veces, un 25% que aumentan 1,8  veces respecto al control y solo 
un 13% posee una mayor captación de etidio mayor a 2 veces en relación al control en 
astrocitos (figura 15). 
Cabe mencionar que en la condición control, ni en MNs ni en astrocitos se observa la 
entrada de bromuro de etidio, sin embargo, al utilizar H2O2 como inductor de la apertura 
de hemicanales en NMEV (control positivo), se observó que las MNs no aumentan 
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significativamente la captación de etidio, pero las células que las rodean incrementan el 
ingreso de la tinción considerablemente (figura 16). Aunque no se identificó por ICF a que  
tipo celular corresponden éstas últimas en el mismo experimento paralelamente, poseen 
patrones morfológicos concordantes con astrocitos.  
 
4.5. Bloqueadores de los canales de sodio dependiente de voltaje (Nav), antioxidantes, 
y bloqueadores de hemicanales previenen diferencialmente la apertura de 
hemicanales tras la aplicación de MCA-hSOD1G93A.  
 
La evaluación de los bloqueadores de los canales de sodio dependiente de voltaje (Nav) 
tras la aplicación de MCA-hSOD1G93A , mostró que todos éstos son capaces de prevenir 
la captación de etidio y por ende la apertura de hemicanales en las MNs (Figura 17), pero 
no así en astrocitos, ya que Riluzol fue el único bloqueador de Nav que pudo prevenir 
este aumento en ambos tipos celulares (Figura 18).Riluzol además, mostro inhibir 
significativamente la captación de etidio tras la aplicación de MCA-mSOD1WT, aunque no 
había un aumento en esta condición respecto al control.  Por su parte tras la aplicación 
de MCA-hSOD1WT no hubo un cambio significativo tras la aplicación de los diversos 
bloqueadores.  
 
En el caso de los antioxidantes trolox, esculetina y carboxy-Ptio, todos ellos fueron 
capaces de prevenir la apertura de hemicanales, tanto en MNs como en astrocitos, como 
se observa en la figura 19 y figura 20 respectivamente. Todos los antioxidantes 
disminuyeron significativamente la captación de etidio en MNs, alcanzando niveles 
similares a la condición control, e incluso valores menores en el caso de Esc, y C-PTio. 
Además, se observó que tras incubar con MCA-hSOD1
G93A
 junto con Esc, las MNs tienen 
menos captación de etidio y alrededor de ellas, células “no identificadas” se ven con una 
retención mucho mayor de la tinción (Figura 19). Sin embargo, no se comprobó a que 
tipo celular corresponde esa población, ya que al analizar de manera independiente la 
apertura de hemicanales en astrocitos como posibles candidatos, no se observó un 
aumento de la captación de etidio en esa población tras la aplicación de MCA-hSOD1
G93A
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junto con Esc, al contrario, este antioxidante tuvo la disminución más significativa 
respecto al MCA-hSOD1
G93A en astrocitos.  
En relación a los bloqueadores de hemicanales lantano, ácido flufenámico y 
carbenoxelona, sólo el AFf pudo prevenir el efecto específicamente en MNs y en 
astrocitos ninguno de ellos fue capaz de protegerlos (Figura 21 y Figura 22). La aplicación 
de Cbx junto con MCA-hSOD1G93A, fue toxico tanto para MNs como para ASTs, por lo que 
no fue posible cuantificar esta condición, y tras la aplicación de MCA- hSOD1WT, el AFf no 
mostró el mismo efecto protector que con MCA- hSOD1G93A, incluso las MNs aumentaron 
la captación de etidio en esa condición. En astrocitos, tras la aplicación de MCA- hSOD1WT 
junto con los tres bloqueadores de hemicanales también resultó tóxico, ya que muestran niveles 
de etidio mayores a la condición control.  
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(A) Diseño experimental. NMEV de 4 DIV fueron co-incubadas con MCA-hSOD1
G93A
, MCA-hSOD1
WT
, 
MCA-mSOD1
WT
 o nada por
 
30 min y con la tinción de Bromuro de Etidio (5 µM) durante 20 min para 
luego ser fijadas y realizar una ICF contra motoneuronas (SMI32
+
). (B) Gráfico que muestra la 
cuantificación de los niveles de etidio en MNs en las diferentes condiciones mencionadas. Los valores 
representan el promedio ± el error estándar de al menos tres experimentos independientes realizados 
en duplicado, analizados por ANOVA  un factor seguido de una prueba post-hoc de Tukey. ∗∗∗P < 0.001 
relativo a la fluorescencia control. (C) Imágenes representativas de las diferentes condiciones en orden 
descendente:  Primera fila condición control, luego MCA-hSOD1
G93A
, MCA-hSOD1
WT
y finalmente MCA-
mSOD1
WT
, mostrando MNs en el canal verde (SMI32+), la captación de etidio en canal rojo, tinción 
nuclear con DAPI en azul, la superposición de todos ellos y finalmente un aumento de ésta última. Barra 
de escala 25 µm, Magnificación 60x.  
 
 
Figura 16. La aplicación de MCA-hSOD1G93A produce la apertura de hemicanales en 
motoneuronas. 
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Figura 17. La aplicación de MCA-hSOD1G93A produce la apertura de hemicanales en 
astrocitos.  
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(A) Diseño experimental. NMEV de 4 DIV fueron co-incubadas con MCA-hSOD1
G93A
, MCA-
hSOD1
WT
, MCA-mSOD1
WT
 o nada por
 
30 min y con la tinción de Bromuro de Etidio (5 µM) durante 
20 min para luego ser fijadas y realizar una ICF contra astrocitos (GFAP
+
). (B) Gráfico que muestra 
la cuantificación de los niveles de etidio en ASTs en las diferentes condiciones mencionadas. Los 
valores representan el promedio ± el error estándar de al menos tres experimentos independientes 
realizados en duplicado, analizados por ANOVA de un factor seguido de una prueba post-hoc de 
Tukey. ∗∗∗P < 0.001 relativo a la fluorescencia control. (C) Imágenes representativas de las 
diferentes condiciones. Barra de escala 25 µm. Magnificación 60x.  
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Figura 18.  La aplicación de MCA-hSOD1G93A no produce la apertura de hemicanales 
en la población completa de NMEV. 
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(A) Gráfico que muestra el porcentaje de la población total de MNs y astrocitos (B), que permiten la 
entrada de etidio tras la aplicación de MCA-hSOD1
G93A
, al considerar arbitrariamente un valor de 
incremento en la captación de etidio de 1,5 veces; 1,8 veces ó 2 veces mayor respecto al control.  
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57 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19. La aplicación de H2O2 produce la apertura de hemicanales 
mayoritariamente en células tipo astrocitos en NMEV. 
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(A) Diseño experimental. NMEV de 4 DIV fueron expuestas a H2O2 µM por 20 min y coincubadas con 
bromuro de etidio. Las células fueron posteriormente fijadas para ICF para identificar MNs. (B) Gráfico que 
muestra el aumento de etidio en la condición control, en MNs y en células que no son MNs. (C) Imágenes 
que representan el aumento de etidio principalmente en células que no son MNs tras la aplicación de H2O2. 
MNs en verde (SMI32+), flecha puntiaguda; captación de etidio en rojo, mostrando células que aumentan 
significativamente la captación, no MNs (flecha tipo rayo) y otro tipo celular no identificado que tampoco 
aumenta la captación de etidio. Barra de escala 50 µm. Magnificación 60x. 
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(A) Diseño experimental. NMEV de 4 DIV fueron co-incubadas con MCA-hSOD1
G93A (30 min), MCA-
hSOD1
WT
 ó MCA-mSOD1
WT
 solo o junto con los inhibidores de canales de sodio dependientes de voltaje: 
Mexiletin (25 nM), Espermidina (10 µM), y Riluzol (100 nM), y paralelamente con la tinción de Bromuro 
de Etidio (5 µM) durante 20 min, para luego fijar las células y realizar una ICF para identificar MNs. (B) 
Imágenes representativas de la captación de etidio (canal rojo, panel superior) en MNs (superposición de 
canales: verde, SMI32+; rojo, captación de bromuro de etidio y azul, tinción nuclear) NMEV tras la 
aplicación de MCA-hSOD1
G93A  en conjunto con Mx, Esp ó Ril. Barra de escala 50 µm. Magnificación 60x. 
(C) Gráficos que muestran la intensidad de la captación de etidio en NMEV tras la aplicación de MCA-
hSOD1
G93A 
solo o junto con Mx, Esp ó Ril (C
1
); tras la aplicación de MCA-hSOD1
WT
 solo o junto con Mx, 
Esp ó Ril (C
2
) y tras la aplicación de MCA-mSOD1
WT
 (C
3
) solo o junto con Mx, Esp ó Ril. Los valores 
representan el promedio ± el error estándar de al menos tres experimentos independientes, analizados 
por ANOVA de un factor seguido de una prueba post-hoc de Tukey. ∗∗P < 0.01, ∗∗∗P < 0.001 relativo a 
la fluorescencia control; ##P < 0.01 and ###P < 0.001 comparado a la fluorescencia producida por MCA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20. Bloqueadores de canales de Nav previenen el  aumento de la captación 
de Etidio tras la aplicación de MCA-hSOD1G93A en motoneuronas. 
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(A) Diseño experimental. NMEV de 4 DIV fueron co-incubadas con MCA-hSOD1
G93A  (30 min), MCA-
hSOD1
WT
 ó MCA-mSOD1
WT
 solo o junto con los inhibidores de canales de sodio dependientes de 
voltaje: Mexiletin (25 nM), Espermidina (10 µM), y Riluzol (100 nM), y paralelamente con la tinción de 
Bromuro de Etidio (5 µM) durante 20 min, para luego fijar las células y realizar una ICF para identificar 
ASTs. (B) Imágenes representativas de la captación de etidio (canal rojo, panel superior) en ASTs 
(superposición de canales: verde, GFAP+; rojo, captación de bromuro de etidio y azul, tinción nuclear) 
en NMEV tras la aplicación de MCA-hSOD1
G93A en conjunto con Mx, Esp ó Ril. Barra de escala 50 µm. 
Magnificación 60x. (C) Gráficos que muestran la intensidad de la captación de etidio en NMEV tras la 
aplicación de MCA-hSOD1
G93A 
solo o junto con Mx, Esp ó Ril (C
1
); tras la aplicación de MCA-hSOD1
WT
 
solo o junto con Mx, Esp ó Ril (C
2
) y tras la aplicación de MCA-mSOD1
WT
 (C
3
) solo o junto con Mx, Esp 
ó Ril. Los valores representan el promedio ± el error estándar de al menos tres experimentos 
independientes, analizados por ANOVA de un factor seguido de una prueba post-hoc de Tukey. ∗∗P < 
0.01, ∗∗∗P < 0.001 relativo a la fluorescencia control; ##P < 0.01 and ###P < 0.001 comparado a la 
fluorescencia producida por MCA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21. Sólo Riluzol previene la apertura de hemicanales tras la aplicación de 
MCA-hSOD1G93A en astrocitos. 
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C1 
(A) Diseño experimental. NMEV  4 DIV fueron expuestas durante 30 min a MCA-hSOD1G93A,MCA-
hSOD1WT, MCA-mSOD1WT o nada (Control) , con o sin los antioxidantes Trolox (1 µM), Esculetina (25 
µM), y Carboxy-Ptio (250 nM).  y paralelamente con la tinción de Bromuro de Etidio (5 µM) durante 20 
min, para luego fijar las células y realizar una ICF para identificar MNs. (B) Imágenes representativas 
de la captación de etidio (canal rojo, panel superior) en MNs, (superposición de canales: verde, SMI32+; 
rojo, captación de bromuro de etidio y azul, tinción nuclear) en NMEV tras la aplicación de MCA-
hSOD1
G93A en conjunto con Tx, Esc ó C-PTIO. Barra de escala 50 µm. Magnificación 60x. (C1) Gráficos 
que muestran la intensidad de la captación de etidio en NMEV tras la aplicación de MCA-hSOD1
G93A 
solo o junto con Tx, Esc ó C-PTIO (C
1
); tras la aplicación de MCA-hSOD1
WT
 solo o junto con Tx, Esc ó 
C-PTIO (C
2
) y tras la aplicación de MCA-mSOD1
WT
 (C
3
) solo o junto con Tx, Esc ó C-PTIO. Los valores 
representan el promedio ± el error estándar de al menos tres experimentos independientes, analizados 
por ANOVA de un factor seguido de una prueba post-hoc de Tukey. ∗∗P < 0.01, ∗∗∗P < 0.001 relativo a 
la fluorescencia control; ##P < 0.01 and ###P < 0.001 comparado a la fluorescencia producida por MCA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22. Antioxidantes previenen el  aumento de la captación de Etidio tras la 
aplicación de MCA-hSOD1G93A en motoneuronas. 
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C1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
Figura 23. Antioxidantes previenen el  aumento de la captación de Etidio tras la 
aplicación de MCA-hSOD1G93A en astrocitos. 
(A) Diseño experimental. NMEV  4 DIV fueron expuestas durante 30 min a MCA-hSOD1G93A, MCA-
hSOD1WT, MCA-mSOD1WT o nada (Control) , con o sin los antioxidantes Trolox (1 µM), Esculetina (25 
µM), y Carboxy-Ptio (250 nM)  y paralelamente con la tinción de Bromuro de Etidio (5 µM) durante 20 min, 
para luego fijar las células y realizar una ICF para identificar ASTs. (B) Imágenes representativas de la 
captación de etidio (canal rojo, panel superior) en ASTs (superposición de canales: verde, GFAP+; rojo, 
captación de bromuro de etidio y azul, tinción nuclear) en NMEV tras la aplicación de MCA-hSOD1
G93A en 
conjunto con Tx, Esc ó C-PTIO. Barra de escala 50 µm. Magnificación 60x. (C) Gráficos que muestran la 
intensidad de la captación de etidio en NMEV tras la aplicación de MCA-hSOD1
G93A 
solo o junto con Tx, 
Esc ó C-PTIO (C
1
); tras la aplicación de MCA-hSOD1
WT
 solo o junto con Tx, Esc ó C-PTIO (C
2
) y tras la 
aplicación de MCA-mSOD1
WT
 (C
3
) solo o junto con Tx, Esc ó C-PTIO. Los valores representan el promedio 
± el error estándar de al menos tres experimentos independientes, analizados por ANOVA de un factor 
seguido de una prueba post-hoc de Tukey. ∗∗P < 0.01, ∗∗∗P < 0.001 relativo a la fluorescencia control; ##P 
< 0.01 and ###P < 0.001 comparado a la fluorescencia producida por MCA. 
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(A) MCA-hSOD1
WT
 o nada (Control), con o sin los inhibidores La
+3
 (200 µM), AFf (100 µM), y Cbx (100 
µM), y paralelamente con la tinción de Bromuro de Etidio (5 µM) durante 20 min, para luego fijar las células 
y realizar una ICF para identificar MNs.  (B) Imágenes representativas de la captación de etidio (canal rojo, 
panel superior) en MNs, (superposición de canales: verde, SMI32+; rojo, captación de bromuro de etidio y 
azul, tinción nuclear) en NMEV tras la aplicación de MCA-hSOD1
G93A en conjunto con La
+3
 (100 M) o AFf 
(100 uM) Barra de escala 50 µm. Magnificación 60x.  (C) Gráficos que muestran la intensidad de la 
captación de etidio en NMEV tras la aplicación de MCA-hSOD1
G93A 
solo o junto con La
+3
 y AFf y tras la 
aplicación de MCA-hSOD1
WT
 solo o junto con La
+3
, AFf  y Cbx (C
2
) . Los valores representan el promedio 
± el error estándar de al menos tres experimentos independientes, analizados por ANOVA de un factor 
seguido de una prueba post-hoc de Tukey. ∗∗P < 0.01, ∗∗∗P < 0.001 relativo a la fluorescencia control; ##P 
< 0.01 and ###P < 0.001 comparado a la fluorescencia producida por MCA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24. El ácido flufenamico previene el aumento de la captación de Etidio en 
motoneuronas tras la aplicación de MCA-hSOD1G93A en NMEV. 
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 (A) Diseño experimental. NMEV  4 DIV fueron expuestas durante 30 min a MCA-hSOD1
G93A
 MCA-
hSOD1
WT
 o nada (Control), con o sin los inhibidores La
+3
 (200 µM), AFf (100 µM), y Cbx (100 µM), y 
paralelamente con la tinción de Bromuro de Etidio (5 µM) durante 20 min, para luego fijar las células y 
realizar una ICF para identificar ASTs(B) Imágenes representativas de la captación de etidio (canal rojo, 
panel superior) en MNs, (superposición de canales: verde, SMI32+; rojo, captación de bromuro de etidio 
y azul, tinción nuclear) en NMEV tras la aplicación de MCA-hSOD1
G93A en conjunto con La
+3
 (100 M) o 
AFf (100 uM) Barra de escala 50 µm. Magnificación 60x.  (C) Gráficos que muestran la intensidad de la 
captación de etidio en NMEV tras la aplicación de MCA-hSOD1
G93A 
solo o junto con La
+3
 y AFf (C
1
) y 
tras la aplicación de MCA-hSOD1
WT
 solo o junto con La
+3
, AFf  y Cbx (C
2
). Los valores representan el 
promedio ± el error estándar de al menos tres experimentos independientes, analizados por ANOVA de 
un factor seguido de una prueba post-hoc de Tukey. ∗∗P < 0.01, ∗∗∗P < 0.001 relativo a la fluorescencia 
control; ##P < 0.01 and ###P < 0.001 comparado a la fluorescencia producida por MCA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25. Bloqueadores de hemcianales no previenen el aumento de la captación 
de Etidio en astrocitos tras la aplicación de MCA-hSOD1G93A en NMEV. 
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4.6. La aplicación de medio condicionado de astrocitos proveniente de ratones 
transgénicos hSOD1G93A incrementa el nivel de calcio intracelular en NMEV y 
bloqueadores de hemicanales aumentan la sobrevivencia de motoneuronas tras 
la aplicación crónica de MCA-hSOD1G93A.   
 
Para determinar si la aplicación aguda de MCA proveniente de las diferentes líneas 
transgénicas produce un aumento de calcio intracelular en NMEV se utilizó la sonda 
fluorescente Fura 2-AM. Tras 45 min de incubación con ésta, se procedió a registrar el 
nivel de calcio intracelular en NMEV basal durante 5 min, luego se aplicaron los 
respectivos MCA y se registraron los cambios cada 5 min. Se observó que la aplicación 
de MCA-hSOD1G93A produce un aumento de calcio intracelular significativo a los 10 
minutos, incrementando hasta alcanzar un plató a los 30 min, pero solo en un 41% de la 
población total de NMEV respecto a la condición control con MCA-hSOD1WT (figura 23). 
Además, dado que el AFf pudo prevenir la apertura de hemicanales en MNs, se evaluó 
si éste podía prevenir el aumento de calcio intracelular, observandose que el inhibidor de 
hemicanales efectivamente fue capaz de bloquear la entrada de calcio en NMEV.  
De acuerdo a lo establecido en Rojas et al. 2014, la aplicación crónica del MCA-
mSOD1G93A produce la muerte de MNs en un 50 %, y dado los resultados observados 
con los bloqueadores de HCs, se quiso determinar si estos eran capaces de prevenir la 
muerte de MNs en nuestro modelo, encontrándose que efectivamente éstos muestran un 
efecto protector, ya que La+3 aumenta la sobrevivencia a un 75%, el AFf a un 65%  y 
carbenoxelona a un 73%, respectivamente (figura 24). 
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Figura 26. La aplicación de MCA-hSOD1G93A produce un aumento de calcio 
intracelular en NMEV. 
(A) Diseño experimental. NMEV de 4 DIV fueron incubadas con MCA-mSOD1
WT
, o con MCA-hSOD1
G93A
 
solo o junto a AFf 100 µM, durante 30 min previa exposición a Fura 2-AM (45 minutos), y los cambios 
en los niveles de calcio intracelular fueron registrados durante 30 min con intervalos de 5 minutos. (B) 
Imágenes representativas de los cambios de calcio intracelular observados tras la aplicación de MCA-
mSOD1WT (panel izquierdo) o MCA-hSOD1G93A (panel derecho) después de 0 ó 30 min. Barra de escala 
100 µm, magnificación 100X. (C) Gráficos que muestran los cambios de calcio intracelular tras 30 min 
de incubación con MCA-mSOD1WT (columna blanca), la población de NMEV que no responden tras la 
aplicación MCA-hSOD1G93A (61%), seguido de la población de NMEV que responden positivamente tras 
la aplicación de MCA-mSOD1G93A (39%), y la población de NMEV totales (las que aumentan el calcio 
intracelular y las que no, 100%). En la última columna se aprecia el nivel de calcio intracelular de NMEV 
totales tras 30 min de aplicación de MCA-mSOD1G93A junto con AFf (100 µM). Los valores representan 
el promedio ± el error estándar de al menos tres experimentos independientes, analizados por ANOVA 
de un factor seguido de una prueba post-hoc de Tukey. ∗∗P < 0.01, ∗∗∗P < 0.001 relativo a la 
fluorescencia control; ##P < 0.01 and ###P < 0.001 comparado a la fluorescencia producida por MCA. 
(D) Curso del tiempo del aumento de calcio intracelular en NMEV totales tras 30 minutos de aplicación 
de MCA-mSOD1WT, y la población de NMEV que responden positivamente tras 30 min de incubación 
con MCA-hSOD1G93A. Los valores representan el promedio ± el error estándar de al menos tres 
experimentos independientes, analizados por ANOVA de un factor seguido de una prueba post-hoc de 
Tukey. ∗∗P < 0.01, ∗∗∗P < 0.001 relativo al tiempo 0 tras la aplicación de MCA-mSOD1G93A. 
** *** 
*** *** 
*** 
*** 
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Figura 27. Bloqueadores de hemicanales aumentan la sobrevivencia de 
motoneuronas tras la aplicación de MCA-hSOD1G93A. 
 (A) Diseño experimental. NMEV 4 DIV fueron expuestas hasta los 7 DIV a MCA-hSOD1G93A, MCA-
hSOD1WT, MCA-mSOD1WT o sólo medio (Control), con o sin los inhibidores La+3 (200 µM), FFA (100 µM), 
y CBX (100 µM), y posteriormente fijadas para ICF contra motoneuroas (SMI32+) e interneuronas (MAP2+). 
(B) Gráficos mostrando la sobrevivencia de MNs en las condiciones controles, tras la aplicación de MCA-
hSOD1G93A y los tres inhibidores de hemicanales (C), tras agregar MCA-hSOD1WT con o sin La+3 (200 µM), 
AFf (100 µM), y Cbx (100 µM) (D), y después de añadir MCA- mSOD1WT con los tres bloqueadores (E). 
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5. DISCUSION. 
A pesar de largos años de extensas investigaciones sobre el origen y una cura para la 
ELA, solo existe una droga aprobada por la FDA, la cual no representa mejoras en la 
calidad de vida de los pacientes, a pesar de aumentar modestamente el tiempo de 
sobrevida en ellos (Gurney et al. 1998; Miller et al. 2007). Esto se debe a que en la 
literatura no se ha determinado un blanco único y específico en la enfermedad, si no que 
la información apunta a causas multifactoriales, afectandose de la misma forma, diversos 
procesos biológicos en las diferentes etapas de la enfermedad (Cleveland et al. 2001; 
Pasinelli et al. 2006). No obstante, se ha establecido un claro rol del estrés oxidativo, 
cuya evidencia proviene principalmente de muestras de pacientes e incipientemente se 
está posicionando el rol de los hemicanales a través de modelos murinos en la 
enfermedad (Barber et al. 2006; Takeuchi et al. 2011). Además, diversas fuentes apuntan 
a un aporte considerable de la glia al progreso de la enfermedad (Nagai et al. 2007; Fritz 
et al. 2012), por lo que este trabajo analiza el efecto del MCAmut sobre los hemicanales y 
las ROS en  NMEV.  
La aplicación de MCAmut produce la apertura de hemicanales, un aumento de ROS 
y un aumento del calcio intracelular. 
Apertura de hemicanales 
El rol de los hemicanales en ELA es un tópico relativamente nuevo y no profundizado 
hasta la fecha. Como ha sido mencionado, bajo condiciones patológicas, los hemicanales 
se activan y se abren (Bennett et al. 2003; Bargiotas et al. 2009). Una de las técnicas que 
permiten evaluar la apertura de los hemicanales es mediante la tinción con bromuro de 
etidio, la cual consiste en exponer las células a este trazador extracelular fluorescente y 
permeable, para luego cuantificar la intensidad de la fluorescencia retenida en cada célula 
y estimar la absorción o consumo de etidio, que implica mayor funcionalidad de los 
hemicanales, como se ha avalado en la literatura (Shalper et al. 2008; Garré et al. 2010; 
Froger et al. 2015).  
Al evaluar si el MCA-hSOD1G93A produce la apertura de hemicanales, se observó un 
aumento en la captación de etidio tanto en MNs como en astrocitos. Esto va acorde a lo 
esperado teoricamente, ya que en ambos tipos celulares se expresan conexinas 
formando HC funcionales, como se describe a continuación, y si se considera la 
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aplicación MCA-hSOD1G93A como un estímulo patológico, es sensato esperar que 
aumente la captación de etidio. Los hemicanales tienen la capacidad de formar las CUH, 
las cuales son fundamentales en los procesos de comunicación intercelular en el SNC. A 
su vez, los hemicanales están compuestos de conexinas, las que son altamente 
expresadas en el sistema nervioso central (Belousov et al. 2017). Información previa del 
laboratorio muestra en nuestro cultivo de  NMEV, la expresión de las Cx26, Cx40, Cx43, 
Cx45 en MNs, y las Cx43 y Cx45 en astrocitos (Anexo 1). La literatura recientemenre ha 
confirmado que la Cx43 de astrocitos mutantes hSOD1G93A contribuye a la toxicidad de 
MNs en la ELA, ya que se observó un aumento progresivo de la expresión de  la Cx43 
en ratones transgénicos durante el transcurso de la enfermedad, condordante también 
con muestras de pacientes de medula espinal y la corteza motora (Almad et al. 2016). 
Los astrocitos hSOD1G93A  mostraron un destacado acoplamiento de las CUH, 
aumentaron la actividad mediada por hemicanales y exhibieron elevados niveles de calcio 
intracelular. Además, bloqueadores de la Cx43 tuvieron un efecto protector en la 
sobrevivencia de MNs, tras evaluar su neuroprotección luego de cocultivar MNs con los 
astrocitos mutantes hSOD1G93A (Almad et al. 2016), concordando con el aumento en la 
captación de etidio observao en astroctios de NMEV.  
 
En MNs, ni la funcionalidad de los HCs ni el aumento de la expresión de Cxs han sido 
asociadas a la enfermedad hasta el momento, ya que solo se ha atribuido un posible rol 
a los astrocitos y a la microglia (Takeuchi et al. 2011; Brites et al. 2014; Almad et al. 
2016).El aumento de etidio observado en MNs y astrocitos podría provenir de las CUH 
entre hemicanales de células vecinas o apuntar solamente a los hemicanales 
deascoplados, ya que además de formar canales de membrana entre células adyacentes, 
los hemicanales pueden interactuar con otras proteínas en el compartimento 
citoplasmático y también funcionar como hemicanales desacoplados, permitiendo el 
intercambio de sustancias entre el citoplasma y el espacio extracelular (Bennet et al. 
2003; Contreras et al. 2004; Retamal et al. 2006).  
Se desconoce la composición del factor o los posibles factores tóxicos que liberan los 
astrocitos condicionando el medio para producir la apertura de hemicanales, pero ha sido 
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descrito que estos pueden activarse en respuesta a varias señales, como cambios en el 
pH, estrés mecanico, oxidativo o metabólico y tambien en respuesta a su estado de 
fosforilación (Contreras et al. 2002; Retamal et al. 2007; Shintani-Ishida et al. 2007).  
Todas las conexinas descritas presentan uno o más sitios de fosforilación, ya sea en el 
compartimento citolplasmático o en los dominios extracelulares, dependiendo de la 
conexina (Lampe et al. 2004; Warn-Cramer et al. 2004;  Nielsen et al. 2012), lo que implica 
amplias oportunidades de gatillar diversas reacciones a través de ellas, pudiendo estar 
involucradas en el proceso de muertede MNs. La observación de la apertura de 
hemicanales tanto en MNs como en astrocitos podría indicar que la comunicación entre 
ambos tipos celulares podría verse afectada por el factor tóxico liberado pos los astrocitos 
mutantes, mediante las CUH formadas entre MN-astrocito, aunque a la fecha no hay 
evidencia que demuestre empíricamente esta conexion, o bien que cada tipo celular 
produzca la apertura de sus hemicanales no acoplados, gatillando finalmente la muerte 
de las MNs por un mecanismo desconocido. La literatura ha demostrado que el acople 
mediante CUH puede presentarse entre astrocitos (Fróes et al. 1999), entre neuronas 
(Bennett et al. 1978; Bruzzone et al., 1997), entre oligodendrocitos o entre celulas 
microgliales (Giaume y Naus, 2013) y tambíen entre astrocitos y los diversos tipos 
celulares nombrados, como astrocitos-neuronas (Froes et al.1999), astrocitos-
oligodendrocitos (Maglione et al. 2010; Wasseff et al. 2011).  
Importantemente, aunque no ha sido estudiado aún en modelos murinos, evidencia 
reciente muestra en estudios independientes que, en pez cebra y en larvas de mosca, 
las MNs tienen un nuevo rol controlando el circuito locomotor mediane CUH, lo que avala 
y destaca a esta nueva ventana de investigación para el rol de las Cxs y hemicanales en 
la enfemedad (Song et al. 2016; Matsunaga et al. 2017).   
Además, hay que considerar que aunque diversas publicaciones determinan la 
funcionalidad de los HCs mediante la técnica de la tinción con BrEt, la mayoría de ellas 
complementa estos hallazgos con otras aproximaciones experimentales, que evalúan las 
propiedades regulatorias y electrofisiologicas y corroborando los experimentos de 
permeabilidad con otras tinciones (Bruzzone et al., 1996; Kumar y Gilula, 1996; Saez y 
Leybaert), por lo que habría que considerar estos experiementos para validar los 
resultdos observados.  
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Aumento en la producción de ROS 
Las especies reactivas de oxígeno (ROS) son de suma importancia en muchos procesos 
fisiológicos y  biológicos como moléculas de señalización, sin embargo cuando 
cantidades excesivas de ROS sobrepasan el sistema de defensa antioxidante, el 
desbalace reducción-oxidación (redox) afecta las funciones y la integridad celular (Sies 
et al. 1985). El SNC es particularmente sensible a este estrés oxidativo, y éstas 
alteraciones han sido asociadas a enfermedades de la vejez, como el Parkinson y el 
Alzheimer (Uttara et al. 2009, Chen  et al. 2012). En ELA, se ha visto que el estrés 
oxidativo es parte importante de la enfermedad, dada la presencia de diversos 
marcadores en muestras post mortem de pacientes, además de líneas celulares modelos 
de la enfermedad (Barber y Shaw, 2010; Simpson et al, 2004; Duan et al. 2010), sin 
embargo el rol de los astrocitos con genes mutantes de ELA, es poco conocido. Bajo este 
contexto y considerando además antecedentes previos que mostraron que el uso de 
antioxidantes mejoró la sobrevida de las MNs tras la aplicación de MCA en ELA, se quiso 
determinar si su aplicación producía efectivamente un incremento de ROS en NMEV, 
encontrándose que el MCA proveniente de las tres líneas transgénicas, incrementó 
significativamente los niveles de ROS en NMEV, aunque la intensidad máxima se 
encontró a los 30 min en el caso de MCA-hSOD1G93A y MCA-hTDP43A315T, mientras que 
a 60 min en el caso de MCA-mSOD1G86R. Aunque el efecto no fue medido 
específicamente en MNs, esto comprende un nuevo hallazgo en la literatura, ya que no 
existía una relación del aumento de ROS producida en NMEV directamente por astrocitos 
en ELA, siendo la evidencia más cercana la descrita previamente por el grupo de 
Marchetto et al., 2008, donde astrocitos humanos SODG37R mostraron un aumento en los 
niveles de ROS, concordando además con la capacidad de activar la enzima NOX2, que 
produciría este aumento (Marchetto et al. 2008). Por lo tanto el aumento de ROS en 
NMEV producido por MCAmut, concuerda con lo esperado teoricamente de acuerdo a los 
antecedentes presentados.  
 
Los diversos tipos celulares presentes en el cultivo primario de NMEV tienen la capacidad 
de activar mecanismos intracelulares que permiten el aumento de ROS de acuerdo a 
diversos estímulos. Por ejemplo, además de la evidencia recientemente mencionada, se 
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ha observado que astrocitos humanos tratados con IL-β son capaces de producir ROS, 
específicamente aumentando la producción de superoxido en la mitocondria e inhibiendo 
la expresión de la catalasa (Sheng et al. 2013). De igual forma se ha demostrado que 
astrocitos activados, incrementan sus niveles de oxidación y la producción de factores 
proinflamatorios como el óxido nítrico (Barbeito et al., 2004), los que podrían ser liberados 
y afectar la sobrevivencia de las motoneuronas. Este aumento de ROS en astrocitos 
podría desencadenar la liberación del o los factores que producen la muerte en MNs. En 
motoneuronas, la literatura señala la presencia de ROS correlacionandose espacial y 
temporalmente con la muerte celular durante el desarrollo en la médula espinal (Sanchez-
Carbente et al. 2005), y por otra parte en un modelo que utilizó Kainato para producir 
excitotoxicidad en cultivo de médula espinal, también se observó una fuerte generación 
de ROS en MNs (Rao y Weiss 2004), sugiriendo que el aumento en ROS observado en 
NMEV tras la aplicación de MCA-hSOD1G93A coincide con lo indicado en la literatura. 
Además de las fuentes internas de ROS que podrían ser activadas tras la aplicación de 
MCA-hSOD1G93A, se ha descrito que procesos inflamatorios podrían gatiillar el aumento 
de ROS mediados por la activación de la microglia, que puede producir ROS directamente 
liberando factores que además gatillan la liberación de glutamato desde astrocitos 
(McGeer et al. 2002), aumentando la excitotoxicidad, que también podría contribuir a la 
muerte de las MNs (Grosskreutz et al. 2010). A su vez, ROS pueden activar las células 
gliales resultando en el aumento de la liberación de especies reactivas de nitrógeno 
(RNS) y citoquinas proinflamatorias que activan la glía vecina, proceso que puede ser 
neurotóxico y además sería el mecanismo mediante el cual la neurodegeneración se 
incrementa entre poblaciones de MNs, la cual comienza focalmente en grupos 
específicos (Rao y Weiss, 2004).  
La diferencia en los niveles máximos de ROS tras la aplicación de los diversos MCAmut, 
puede deberse a que los astrocitos poseen mutaciones y diluciones distintas, en el caso 
de MCA-hSOD1G93A, los astrocitos llevan el gen humano mutado, mientras que en el caso 
de MCA-mSOD1G86R y ACM-mTDP43A315T llevan mutado el gen murino, lo que puede 
influir en la intensidad de la respuesta de los niveles de ROS en NMEV.  
Aunque se esperaba un aumento de ROS tras la aplicación de MCA-hSOD1G93A y MCA-
mSOD1G86R, ya que gran parte de la evidencia presentada involucraba modelos de 
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estudios asociados a mutaciones en la SOD1 (Rothstein et al. 1994; Marchetto et al. 
2008; (Barber y Shaw, 2010), no había sido descrita una relación de la mutación 
TDP43A315T con el incre,mento de ROS, lo que puede sugerir que a pesar de poseer 
genotipos diferentes, astrocitos que transportan ambas mutaciones podrían compartir 
mecanismos gatillantes similares en la muerte de MNs. Esto esta en desarcuerdo con 
publicaciones que sugieren que co cultivos de astrocitos humanos TDP43M337V  no causan 
la muerte de MNs, apuntando a que la enfermedad se desencadena por procesos 
celulares autonomos de las MN y descartando el rol de los astrocitos (Serio et al. 2013). 
Este contraste podría deberse a la naturaleza de los astrocitos; humanos en el caso de 
Serio y colaboradores, y provenientes de ratones transgénicos en nuestro modelo, o bien 
a que además cada modelo de estudio implica una mutación diferente de la proteína 
TDP43. 
A pesar de este aumento significativo en los niveles de ROS, sólo se observó un leve 
aumento no correlativo entre sí de los niveles de superóxido y a tiempos diferentes en 
comparación los aumentos de ROS con DCF. Esto sugiere fuertemente que el superóxido 
no posee un rol protagonico dentro de las especies reactivas de oxígeno estimuladas por 
los factores tóxicos que liberan los astrocitos mutantes, si no que más bien apuntaría a 
otras especies como peróxido de hidrogeno, H2O2; el radical hidroxilo, •OH; y/o 
peroxinitrito, ONOO− concordando con lo descrito ampliamente en la literatura (Vargas 
et al. 2006; Cassina et al. 2008). 
 
Aumento de calcio  
Tras evaluar si la aplicación de MCA-hSOD1G93A produce un aumento en el nivel 
intracelular de calcio en NMEV, se determinó que éste aumenta significativamente tras 
10 minutos de exposición, en comparación al control. Esto concuerda con lo esperado 
teoricamente, ya que como se mencionó en los antecedentes, diversos modelos de ELA 
han mostrado este aumento (Grosskreutz et al. 2010; Kawamata et al. 2010; Fritz et al. 
2012; Patai et al. 2016). La participación de los astrocitos habia sido previamente 
documentada en una publicación del mismo laboratorio donde se había comprobado que 
tras 30 minutos de exposición se produce un aumento en la frecuencia de la actividad de 
las transientes de calcio (Fritz et al. 2012), sin embargo no se había confirmado si la 
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aplicación “in vivo” del MCA producía un efecto similar en NMEV, quedando demostrado 
que el posible factor tóxico liberado por astrocitos es capaz de producir un aumento de 
calcio en NMEV, lo que concuerda con lo esperado teoricamente. Que este aumento se 
produzca solamente en el 39 % de la población, puede explicarse ya que el cultivo de 
NMEV posee, además de motoneuronas (blanco de la enfermedad), otras poblaciones 
neuronales, además de astrocitos y microglia, por lo que es posible que esa población 
sea mayoritariamente algún tipo de neuronas específicas incluso sólo MNs, aunque otros 
experimentos serían necesarios para comprobarlo.  
En conjunto, estos resultados muestran una posible cascada de sucesos que podrían 
llevar a la muerte de las MNs tras la aplicación de MCA-hSOD1G93A , produciendo la 
apertura de hemicanales, que aumentan los niveles de calcio intracelular y/o la 
generación de ROS, entrando ambos en un circulo vicioso, ya que mutuamente pueden 
producir uno el aumentro del otro, desencadenando finalmente la muerte de MNs (figura 
28).  
Además, no hay que perder de vista la interacción de las MNs tanto con los astrocitos 
como la microglia, ya que como fue previamente indicado, los sucesos descritos podrían 
gatillarse por la comunicación entre estos tres tipos celulares, potenciado cada uno la 
inducción de moleculas que finalmente llevan a la muerte de MNs.  
Bloqueadores de canales de Nav previenen la apertura de hemicanales en MNs y 
ASTs y la formación de ROS en NMEV. 
Tras determinar que el MCA-hSOD1G93A aumenta la activdad de hemicanales en MNs y 
astrocitos y que además produce un aumento en la generación de ROS, se evaluó si 
diferentes bloqueadores de canales Nav eran capaces de atenuar estos efectos, ya que 
evidencia previa mostraba que MNs de ratones transgenicos hSOD1G93A presentan una 
mayor excitabilidad y actividad de los mismos (Kuo et al. 2005; van Zundert et al. 2008; 
van Zundert et al. 2012). Se observó asi que los tres bloqueadores mexiletin, espermidina 
y riluzol previenen completamente la apertura de hemicanales en MNs tras coaplicar el 
MCA hSOD1G93A y que sólo Riluzol pudo prevenir esta apertura en astrocitos. 
En cuanto a la generación de ROS, igualmente los tres bloqueadores fueron efectivos en 
prevenir el aumento de éstas tras la aplicación del MCA mutante. Esto coincide con lo 
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esperado teoricamente, ya que información previa generada en nuestro laboratorio 
mostró un efecto protector de los tres bloqueadores sobre la sobrevivencia de las MNs 
tras la aplicación de MCAmut, tanto de ratones transgenicos SOD como para los 
transgenicos TDP43 (Fritz et al. 2012; Rojas et al. 2014) mostrando nuevamente ese 
efecto protector en NMEV al prevenir el aumento de ROS y la apertura de HCs, que como 
fue discutido previamente podrían ser parte del mecanismo de muerte de las MNs. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 28. Resumen de procesos afectados en NMEV tras la aplicación de MCA-
hSOD1G93A. 
Los resultados obtenidos indican una posible ruta de procesos que llevaría a la muerte de las MNs, dado 
que la aplicación de MCA-hSOD1G93A produce la apertura de hemicanales en NMEV, además de aumentar 
los niveles de calcio intracelular y la generación de ROS. La literatura avala que todos estos hechos 
contribuyen en alguna medida al desencadenamiento de procesos tóxicos que llevan a la muerte celular 
en distintos tipos y modelos celulares, los que podrían explicar parcialmente la muerte de MNs en la 
enfermedad. El MCAmut produce la apertura de los CUH y/o los hemicanales, los que tienen la capacidad 
de aumentar los niveles de calcio intracelular, permitiendo el traspaso de Ca+2 entre ellos o a través de 
moleculas señalizadoras que pueden gatillar el aumento de calcio desde compartimentos internos. Los 
CUH y/o los HC a su vez pueden producir el aumento en la generación de ROS de la misma forma que con 
el calcio, ya sea permitiendo el traspaso de ROS entre celulas vecinas, o activando mecanismos que llevan 
a un desbalance del equilibrio redox al interior de las MNs. Además, altos niveles de calcio pueden 
aumentar la generación de ROS y a su vez el estrés oxidativo es capaz de gatillar un aumento de calcio 
intracelular, convirtiendose en un potencial circulo vicioso que lleva a la muerte de MNs.  
Mexiletine es un analogo oralmente activo de la lidocaína, usado como antiarrítmico y 
anestésico local (Sheets et al. 2010; Olschewski et al. 1996). No se ha asociado ninguna 
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función relativa a CUHs y/o HC en la literatura, sin embargo en un modelo de ratas con 
hiperglucemia inducida, se ha sugerido un efecto neuroprotector ante el estrés oxidativo 
generado en el cerebro y la médula espinal de ratas, avalando el efecto en la disminución 
de ROS observado en la figura 8 (Ates et al. 2006).  
Espermidina es una poliamina que afecta la función de varios canales ionicos y  es un 
bloqueador endogeno de los canales de Nav actividad-dependiente (Williams, 1997; 
Fleidervish et al. 2008). Se ha documentado que las poliaminas aumentan la 
comunicación entre astroctios a través de los CUH (Benedikt et al. 2012) y además que 
espermidina tiene la capacidad de mediar la protección ante el daño por estrés oxidativo 
causado por H2O2 (Rider et al. 2007), concordando con lo observado tras la aplicación de 
MCA-hSOD1G93A. 
 
Riluzol es la unica droga aprobada para la enfermedad, y a pesar de que se han descrito 
multipes blancos, se ha demostrado que a bajas concentraciones, puede suprimir la 
excitabilidad de MNs através de los canales de Nav (Kuo et al. 2005; Theiss et al. 2007; 
Bellingham, 2011; Fritz et al., 2013). Al igual que con mexiletin, no se han descrito 
funciones relacionadas con los CUHs y/o HC, pero si se se ha documentado que riluzol 
reduce diferentes eventos gatillados por estrés oxidativo tras el daño en la médula 
espinal en ratas (Mu et al. 2000). También se he señalado que posee un efecto protector, 
al inducir la sintesis de glutation para atenuar los daños producidos por el estrés oxidativo 
en corteza cerebral de rata (Deng et al. 2012), lo que concuerda con la capacidad 
protectora que mostró riluzol frente al incremento de ROS tras la aplicación de MCA-
hSOD1G93A. En astrocitos, Riluzol fue el unico bloqueador de canales de Nav que previno 
la apertura de hemicanales, lo que se explicaría dada la naturaleza de la droga, a la cual 
se le han atribuido multiples blancos de acción (Gegelashvili et al. 2014). Uno de los más 
importantes apunta a la modulación glutamatergica, ya que se ha observado que  Riluzol 
destaca la captación de glutamato desde el espacio sinaptico regulando la actividad del 
trasnportador GLT-1 (Carbone et al. 2012), lo que podría otorgar propiedades 
adicionales a este bloqueador, contribuyendo el efecto protector sobre astrocitos y 
NMEV, tras la aplicación del  MCA-hSOD1G93A. Además, de todos los bloqueadores 
utilizados (abarcando antioxidantes y bloqueadores de HCs, ver a continuación), Riluzol 
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mostró el efecto protector más significativo, disminuyendo niveles de ROS y la captación 
de etidio a valores menores a los de la condición control, mostrando siempre además 
una “calidad” del cultivo superior a las otras condiciones (imágenes en campo claro, 
datos no mostrados).  
Estos resultados, sugieren fuertemente que la apertura de hemicanales y el estres 
oxidativo observados tras la aplicación de MCA-hSOD1G93A, estan mediados al menos en 
parte por la actividad de Nav. 
Antioxidantes previenen la apertura de hemicanales en MNs y ASTs y la formación 
de ROS en NMEV. 
Ya que antecendentes previos del laboratorio mostraron que antioxidantes tenía la 
capacidad de prevenir la muerte de MNs tras la aplicación de MCAmut de las tres líneas 
transgénicas (Rojas et al., 2014), se quizo evaluar si este efecto protector también se ve 
reflejado en la producción directa de ROS y si estos antioxidantes podían prevenir la 
apertura de HCs en MNs y astrocitos de NMEV. Se encontró efectivamente que trolox, 
esculetina y carboxy-PTio disminuyen los niveles de ROS observados tras la aplicación 
del MCAmut, concordando con lo esperado teoricamente, además de prevenir 
significativamente la apertura de HCs en MNs y astrocitos.  
Trolox es el análogo soluble de la vitamina E, con capacidad de neutralizar ROS. (Ghiselli 
et al. 1995; Khaldy et al. 2000; Barber et al. 2009). Trolox fue el mayor protector en MNs 
pero no tuvo un efecto en prevenir la apertura de hemicanales en astrocitos. 
Antecedentes muestran que trolox pudo prevenir la captación de etidio en astrocitos de 
corteza de rata tras inducir inhibición metabólica (Contreras et al. 2004), lo que no 
concuerda con lo observado en astrocitos de NMEV tras la aplicación de MCA-
hSOD1G93A. Esto puede deberse a que las diversas ROS no identificadas acá por 
limitaciones técnicas, pueden tener efectos contrarios en los hemicanales de acuerdo a 
las conexinas especificas que los conforman, como en el caso del óxido nitrico que puede 
disminuir el acople funcional de los CUH conformados por Cx37 y por otra parte aumentar 
la formación de CUH que contienen la Cx40 (Kameritsch et al. 2003). Respecto al efecto 
protector de trolox sobre NMEV tras la aplicación de MCA-hSOD1G93A, concuerda con lo 
publicado por Barber y colabores, donde tras comparar diversas sustancias con 
capacidades antioxidantes se determinó que trolox es capaz de prevenir 
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significativamente el aumento de ROS en células NSC34 que sobreexpresan SOD1G93A, 
(Barber et al. 2009). 
Esculetine es una cumarina natural presente en plantas, que tiene la capacidad de 
atravesar eficientemente la barrera hematoencefalica (Barber et al. 2009). Mostró ser el 
antioxidante más poderoso en la prevención de la apertura de HCs en astrocitos, y en 
MNs también tuvo un efecto protector, sin embargo en células que rodean a las MNs 
pareciera que no puede prevenir la apertura de HCs, y al contrario, se observa que 
aumenta significativamente la captación de etidio en este tipo celular no identificado. En 
la literatura no existen referencias que vinculen a esta cumarina con hemicanales, pero 
si se han documentado sus propiedades citoprotectoras contra el daño celular inducido 
por estrés celular (Kim et al. 2008; Han et al. 2017), concordando con lo observado tras 
la aplicación de MCA-hSOD1G93A.  
Carboxi-PTIO es un secuestrador de óxido nitrico que exhibido propiedades 
neuroprotectoras  (Law et al. 2001). En NMEV, mostró ser un efectivo antioxidante tras 
el aumentro de ROS producido por el  MCA proveniente de las tres líneas transgénicas, 
pero su efecto protector fue superior tras la aplicación de MCATDP43A315T en 
comparación a los MCA con mutaciones en la SOD. Además, en relación a la actividad 
de HCs, pudo prevenir su apertura efectivamente tanto en MNs como en astrocitos. En 
la literatura no hay una evidencia directa del efecto del Carboxi-Ptio sobre hemicanales, 
sin embargo se han descrito señales de daño oxidativo mediados por óxido nítrico en la 
Cx43 y Cx46 (Retamal et al. 2009), de manera que este secuestrador de óxido nítrico 
podría afectar a las conexinas indicadas, modulando el efecto protector observado en 
MNs y astrocitos de NMEV, previniendo la apertura de hemicanales.  
En conjunto, considerando se observó un significativo aumento de ROS con DCF (sonda 
general, H2O2, •OH, ONOO− etc), pero un leve incremento con dHE, que es específico 
para superóxido, y que Carboxy-PTio, que secuestra principalmente óxido nitrico mostró 
ser efectivo tanto en MNs como en astrocitos, la información sugiere fuertemente que el 
mecanismo que lleva a la muerte de MNs tras la liberación de los factores tóxicos está 
mediado por óxido nítrico o sus derivados, como peroxinitrito, lo que concordaría con lo 
sugerido por la literatura (Vargas et al. 2006; Cassina et al. 2008). 
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A pesar de que no ha sido demostrado empíricamente, autores han postulado que como 
la mayoría de las ROS tienen un muybajo peso molecular, estas podrían atravesar los 
CUH y de esta forma modular diversas vias de señalización en las células (Upham et al. 
2009). Además, como indica la literatura, el estrés oxidativo y mecanismos de oxido 
reducción pueden afectar la función de los hemicanales, por lo que es posible que el 
factor o los factores liberados al medio condicionado por astrocitos mutantes alteren el 
balance redox de MNs y astrocitos, produciendo la apertura de hemicanales, como 
muestran los resultados obtenidos.  
 
Bloqueadores de HC previenen la formación de ROS y la muerte de MNs en NMEV, 
mientras que el AFf disminuye la apertura de hemicanales en MNs y previene el 
aumento de calcio en NMEV.  
Tras analizar si diferentes bloqueadores de HCs poseían podían prevenir la captación de 
etidio, se determinó que solamente el AFf fue capaz de prevenir esta apertura en MNs, 
pero que ningún bloqueador pudo prevenir la captación de etidio en astrocitos. Esto no 
concuerda con lo esperado teoricamente, ya que es ampliamente avalado que los tres 
bloqueadores efectivamente previenen la apertura de HCs en diferentes modelos 
celulares (Ye et al. 2003; Moore et al. 2014 ). Si consideramos que a pesar de no prevenir 
la apertura de HCs, los tres bloqueadores pudieron prevenir exitosamente el aumento en 
la generación de ROS, aumentar la sobrevivencia de MNs y que el AFf pudo proteger a 
las neuronas del aumento de calcio intracelular, se podría pensar que los hemicanales 
permanecen abiertos en astrocitos para controlar los posibles mecanismos asociados a 
la muerte de las MNs, exhacerbando de alguna forma los procesos de mantención y 
apoyo que realizan en general en condiciones basales (Blackburn et al. 2009; Song et al 
2016). Esto también podría explicar el porque tras utilizar el H2O2 como control positivo 
en NMEV, se observó que no aumenta efectivamente la captación de etidio en MNs,sin 
embargo células que las rodean aumentan considerablemente, pudiendo ser un 
mecanismo de protección contra las MNs, gatillado por astrocitos.  
Los hemicanales son bloqueados por los mismos componentes que bloquean canales 
intercelulares, por lo tanto es dificil que los bloqueadores tengan preferencia o 
especificidad por hemicanales o CUH distintivamente (Nielsen et al. 2012). Sin embargo 
en la literatura se ha considerado que lantano, por ejemplo, bloquea hemicanales pero 
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no puede alcanzar CUH existentes entres placas de cultivos cocleares (Anselmi et al., 
2008), que podría deberse a que lantanto parece bloquear hemicanales entrando al poro 
del canal (Nielsen et al. 2012). Por su parte, el ácido flufenamico ha mostrado bloquear 
hemicanales y además inhibir la comunicación intercelular mediada por la conexina 43 
(Retamal et al. 2007), mostrando también una baja especificidad.  Por ende, resulta 
dificultoso argumentar por que solamente el AFf pudo prevenir la apertura de HCs y solo 
en MNs. Al ser un bloqueador de canales ionicos en general, se ha documentado que el 
AFf también puede prevenir la apertura de canales de Nav en neuronas hipocampales 
(Yau et al. 2010), lo que sugiere una vez más que canales de Nav contribuyen 
fuertemente en el desencadenamiento de sucesos que llevan a la muerte de MNs, en 
este caso modulando la apertura de HCs especificamente en MNs y no en astrocitos. 
Otra teoría que involucra la participación de hemicanales en el desarrollo de la ELA, se 
basa en la capacidad que han mostrado hemicanales compuestos de Cx43 y en otros 
casos Cx32, para liberar glutamato con efectos dañinos en las neuronas (Orellana et al. 
2009; Chever et al. 2014), por lo que en este caso el AFf podría prevenir la apertura de 
hemicanales en MNs impidiendo la entrada de esta sustancia u otras gatilladas por ella 
que contribuirían a la muerte de MNs. Independientemente, otros antecedentes indican 
que los patrones de expresión de conexinas cambian durante el desarrollo, 
particularmente la Cx43 disminuye sus expresión en la vejez (Boengler et al, 2007), lo 
que podría coincidir con la presentación de sintomas de la enfermedad, sugiriendo un 
posible rol en el desencadenamiento de señales que llevan al “comienzo” de la ELA en 
la adultez.  
En resumen, los factoes tóxicos liberados por astrocitos mutantes, producen la apertura 
de HCs, aumentan la generación de ROS e incrementan el calcio intracelular, efectos que 
pueden ser prevenidos distintamente por bloqueadores de canales de Nav, antioixdantes 
y/o bloqueadores de hemicanales. Estos últimos mostraron un efecto protector en la 
sobrevivencia de MNs, indicando que los hemicanales tienen un rol importante en el 
desarrollo de la ELA.    
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6. CONCLUSIONES Y PROYECCIONES. 
En base  a  nuestra hipótesis, y considerando todos los resultados presentados en este 
trabajo, podemos concluir que: 
 
• El o los factores tóxicos liberados por astrocitos que llevan la mutación hSOD1G93A 
gatillan la apertura de hemicanales en motoneuronas generando un aumento del 
calcio intracelular en NMEV y un aumento en la generación de ROS, llevando a la 
muerte de MNs.  
• La apertura de hemicanales está mediada por canales de sodio. 
 
Las proyecciones de este trabajo, apuntan al desarrollo de inhibidores de hemicanales 
específicos para las conexinas que se expresan en MNs, para obtener nuevos posibles 
blancos terapueticos que podrían prevenir o curar la ELA. 
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8. ANEXO 
 
A continuación, se muestra información complementaria obtenida previamente en el 
laboratorio, donde se muestra la expresión de determinadas panexinas y conexinas en 
MNs y astrocitos. Se muestra la expresión de la panexina 1 en MNs (Figura 1), además 
de las conexinas 26 y conexina 40 (Figura 2) conexina 43 y conexina 45 (Figura 3). En 
astrocitos se documenta la expresión de la panexina 1 (Figura 4), y de las conexina 43 y 
conexina 45 (Figura 5).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. La panexina 1 se expresa en MNs. Panx 1 (en rojo) es el único 
miembro de la familia de las Panexinas presente en las MNs (verde) en NMEV. 
Magnificación 40X.  
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Figura 2. La Cx26 y la Cx40 (en rojo) están presentes en las MNs (verde) de 
NMEV. Fotografía 40X.  
Figura 3. La Cx45 como la Cx43 (en rojo) están presentes en las MNs (verde) 
de NMEV. Magnificación 40X.  
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Figura 4. La panexina 1 se expresa en astrocitos. Panx 1 (en rojo) es el 
único miembro de la familia de las Panexinas presente en los astrocitos (verde) 
en NMEV. Magnificación 40X.  
 
 
Figura 5. La Cx45 y la Cx43 (en rojo) están presentes en los Astrocitos (verde) de 
NMEV. Magnificación 40X.  
